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RESUMO

O descarte de medicamentos por estabelecimentos de saide, como farmacias e drogarias, em sua maioria, ndo se encontra
embasado em um plano de gerenciamento de residuos de servicos de saude. Com isso, o descarte incorreto de residuos
de servicos de saude por esses estabelecimentos torna-se uma realidade factivel e cada vez mais comum de se observar.
O presente estudo construido através da realizacdo de uma revisao da literatura denota de um carater teérico, explicativo
e exploratério com abordagem qualitativa a respeito do tema proposto, além de apresentar solucdes para os problemas
apontados. O artigo aborda, como eixo central, a problematica do descarte incorreto de residuos em estabelecimentos
de saude, além disso, explica as consequéncias que o descarte inadequado desses residuos pode trazer a salde humana
e do meio ambiente, destaca o uso racional de medicamentos e a importancia do farmacéutico clinico na estimulagao
dessa conduta, descreve politicas inovadoras adotadas em paises Americanos e Europeus, discute a partir da classificacao
de cada residuo de servico de salide como deve ser realizada sua destinacao adequada, findado seu prazo de utilizagéo,
e menciona politicas adotadas por alguns estados brasileiros que apontam para um desenvolvimento sustentavel e
mitigador de impactos que estes residuos podem trazer a saide humana e do meio ambiente. O descarte incorreto
de residuos de estabelecimentos de saude pode provocar alteragdes digestivas na saude humana, como quadros de
alteracao gastrintestinal, insuficiéncia hepatica e renal, episodios que afetam o sistema nervoso central como: agitacao,
ansiedade, depressao respiratoria, coma. Muitos desses residuos ao serem descartados de forma incorreta favorecem
a resisténcia bacteriana, mutagénese e carcinogénese. Politicas como logistica reversa e campanhas de destinacdo
adequada de residuos de medicamentos sdo algumas a¢des que tém obtido éxito na destinacdo correta dos residuos de
servicos de saude no Brasil. O farmacéutico clinico por possuir uma gama de conhecimentos acerca de medicamentos e
efeitos adversos tem se tornado um profissional cada vez requisitado nos estabelecimentos de salide ndo apenas para
garantir um gerenciamento adequado de residuos de servicos de salde, como também para estimular o uso racional de
medicamentos por parte da populacgéo.

Palavras-chave: Descarte incorreto de residuos de servicos de saude; Residuo de medicamentos; Uso Irracional de
medicamentos.

ABSTRACT

Thedisposal of medicines by health establishments, such as pharmacies and drugstores, for the most part, isnotbased ona
health service waste management plan. Thus, the incorrect disposal of waste from health services by these establishments
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becomes a feasible reality and increasingly common to observe. The present study was constructed through a literature
review shows a theoretical, explanatory and exploratory character with a qualitative approach regarding the proposed
theme, in addition to presenting solutions to the problems pointed out. The article addresses, as a central axis, the
problem of incorrect waste disposal in health establishments, in addition, it explains the consequences that improper
disposal of this waste can bring to human and environmental health, highlights the rational use of medicines and the
importance of the clinical pharmacist in stimulating this conduct, describes innovative policies adopted in American and
European countries, discusses from the classification of each health service waste how it should be properly disposed
of, after its term of use, and mentions policies adopted by some Brazilian states that aim for sustainable development
and mitigate the impacts that these residues can bring to human health and the environment. The incorrect disposal of
waste from health establishments can cause digestive changes in human health, such as gastrointestinal disorders, liver
and kidney failure, episodes that affect the central nervous system such as: agitation, anxiety, respiratory depression,
coma. Many of these residues, when disposed of incorrectly, favor bacterial resistance, mutagenesis and carcinogenesis.
Policies such as reverse logistics and campaigns for the proper disposal of drug residues are some actions that have been
successful in the correct disposal of healthcare waste in Brazil. The clinical pharmacist for having a range of knowledge
about medicines and adverse effects has become a professional increasingly required in health establishments not only
to ensure adequate management of waste from health services, but also to encourage the rational use of medicines by
the population.

Keywords: Incorrect disposal of waste from health services; Residue of medicines; Irrational use of medicines.

humana como também ao meio ambiente (ALENCAR,
2014, PINTO, 2014).

INTRODUCAO

Estudos apontam que a populacdo brasileira vem

apresentando um numero cada vez maior de idosos  Praticas como: a distribuicdo de maneira aleatéria

em comparagao a jovens e adultos. Sabe-se que de amostras-grétis, a mudanca ou interrupcao do

os idosos comumente constituem um porcentual tratamento, a dispensacdo de medicamentos além da

maior da populagao que apresentam mais de uma  quantidade ideal para o tratamento do paciente, e o

comorbidade e, consequentemente, a taxa de uso  gerenciamento ineficaz do estoque de medicamentos

de medicamentos por essa faixa etaria € maior. por estabelecimentos de saude, auxilia no fomento

A polifarmacia é uma pratica terapéutica muito g4, geracdo de residuos que muitas vezes ndo tem

empregada na geriatria, isto porque com o aumento |, - destinacao adequada (CHAVES, 2014).
do catabolismo os idosos tendem a desenvolver um

. . . . . Os residuos resultantes das atividades exercidas por
ndimero maior de patologias, e assim necessitam

. . . N lecimen r I rvi J
consumir medicamentos com maior frequéncia estabelecimentos prestadores de servicos de saude

quando comparados a jovens e adultos. Além da sdao considerados Residuos de Servicos de Saude (RSS),

piramide etaria invertida, o acesso a medicamentos € @Prangem os residuos de procedéncia das diversas
fontes potencialmente geradoras dos mesmos
(CAFURE, PARTRIARCHA, 2014). De acordo com a

mais recente Resolucao RDC n° 222, de 29 de marco

em estabelecimentos de saide tem se tornado cada
vez mais facil e a industria farmacéutica nao para
de lancar novos farmacos, o que eleva o mercado

farmacéutico a um patamar de constante expansao.
Com isso, tem se tornado muito comum a utilizacao
de medicamentos de maneira irracional, que apds
utilizados ou vencidos muitas vezes sao descartados
de forma incorreta, acarretando prejuizos a saude

de 2018 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) que revogou a Resolucao RDC n°306,de 7 de
dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), os residuos dos servicos de saude:
residuos de produtos hormonais, antimicrobianos,
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antineoplasicos, imunossupressores,  digitélicos,

antirretrovirais, como também os residuos dos
medicamentos sujeitos a controle especial da portaria
n° 344, de 12 de maio de 1998 do Ministério da Saude:
os entorpecentes, psicotropicos, anabolizantes,
retindides; sdo classificados como residuos do Grupo
B - (Residuos Quimicos), que podem se apresentar
no estado solido ou liquido (BRASIL, 2004). Tanto a
Resolucao RDC n° 306, de 7 de dezembro de 2004
da ANVISA) quanto a Resolugcdao RDC n° 222 de 2018
da ANVISA, sendo esta ultima mis detalhada, prevé
que todo estabelecimento gerador de residuos deve
elaborar um Plano de Gerenciamento de Residuos
de Servico de Saude (PGRSS), baseando-se nas
classificacdes e caracteristicas dos residuos gerados,
e estabelecendo diretrizes de manejo (BALBINO,
BALBINO, 2012). A NBR 10004/2004 classifica os
residuos em classe |, como perigosos, 0s quais sao
caracterizados por alta periculosidade, e subdividem-
se em residuos téxicos, corrosivos, inflamaveis,
reativos e patogénicos, neste grupo estao inclusos os
residuos do Grupo B - residuos quimicos, e classe Il

residuos nao perigosos (CHAGAS, 2012).

A forma inadequada de descarte de medicamentos,
principalmente na rede de esgoto ou no lixo comum,
pode gerar contaminacao do solo, rios, lagos,
oceanos, aguas subterraneas e lencdis fredticos.
Quando expostas a condicdes de adversidade de
luz, essas substancias

temperatura, umidade e

quimicas podem se transformar em toxicas,
afetando o equilibrio ambiental, alterando ciclos
biogeoquimicos e interferindo nas teias e cadeias
alimentares. Como exemplo, pode ser citado o
medicamento antimicrobiano, sulfametoxazol, que
quando descartado de forma inadequada, aumenta
a chance de favorecer o surgimento de bactérias cada
vez mais resistentes, além de causar a contaminacao
aquatica (FERREIRA; ABREU; RAPADO, 2019; RIBEIRO
et. al., 2019; SILVA; MARQUES; GARCIA, 2019); e

os hormoénios presentes em anticoncepcionais,

principalmente os horménios estrogénios como: o
17B-estradiol, estriol, estrona; bisfendis, alquifendis,
ftalados (hormonios sintéticos que mimetizam a acao
dos estrogénios) em concentragbes na grandeza
de pg/L-1 e ng/L-1 quando descartados de forma
inadequada, principalmente em meio aquatico,
afetam o sistema endécrino e reprodutor de
organismos aquaticos, ocasionando como exemplo a
feminilizacdo de peixes machos (PINTO, 2014; RAMOS

et. al., 2017; SILVA; MARQUES; GARCIA, 2019).

O presente artigo visa explicitar como deve ser feito o
descarte correto de residuos de medicamentos pelas
entidades que prestam servicos de saude, apresentar
acoes e campanhas que estimulam o descarte correto
de medicamentos tanto em estabelecimentos de
saude como em domicilio e destacar a importancia
do farmacéutico clinico nos estabelecimentos de
saude como mediador para estimular o uso racional
de medicamentos.

METODOLOGIA
Classificacao do estudo

Este estudo apresenta um carater tedrico, descritivo
e exploratério com abordagem qualitativa dos
fatos abordados a respeito do tema estabelecido,
apresentando  solugbes para os problemas
apresentados. O conteudo reunido no presente artigo
possui procedéncia de levantamento bibliografico,
cujo foi dada prioridade para bases de informacao
publicadas dissertacbes de
mestrado, artigos cientificos, portarias e resolucbes

do ministério da saude/ANVISA.

em monografias,

Levantamento bibliografico

Para obtencdo das referéncias bibliograficas: artigos
cientificos completos publicados em portugués,
dissertacbes de mestrado, monografias, resolucoes
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
foram utilizadas as bases de dados cientificas: Scielo,
Lilacs, e como auxilio o Google Académico. O periodo
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da pesquisa abrangeu 6 meses, de junho a dezembro
de 2019. Para busca foram utilizados os descritores
“descarte em farmacias e drogarias”, “descarte
residuos de medicamentos”, “logistica reversa de
medicamentos” “descarte no meio ambiente de

nou

medicamentos” “uso irracional de medicamentos”,
“descarte de residuos de servicos de saude” os quais
foram utilizados isoladamente ou em associacdo para

refinar a busca.
Critérios de inclusao bibliografica

O critério para selecao dos artigos encontrados foi
verossimilhanca com o eixo central do estudo, que
é o descarte inadequado de residuos de servicos de
saude por algumas farmacias e drogarias, além da
relevancia e fidedignidade das informagdes. Foram
selecionados artigos publicados em portugués no
periodo de 2009 a 2019. Ao todo foram selecionados
32 artigos cientificos dos quais 13 foram utilizados na
construcao desse estudo, além de uma dissertacao
de mestrado, uma monografia, uma resolucdo da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
uma portaria do Ministério da Saude.

Critérios de exclusao bibliografica

Foram excluidos do estudo 19 artigos cientificos
pesquisados. Os Critérios de exclusao foram artigos
nao disponibilizados na forma completa, ou seja,
apenas disponivel o resumo ou abstract, artigos
publicados em anos inferiores a 2009 e artigos cuja
relevancia do tema ndo estava norteada no descarte
incorreto de residuos de servicos de saude.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Prejuizos a saude humana e ao meio ambiente
causados pelo descarte incorreto de residuos de
servicos de saude

O descarte incorreto de medicamentos advém de
uma série de fatores contribuintes, dos quais pode-
se citar a auséncia de um plano de gerenciamento de
residuos de servicos de saude pelos estabelecimentos
de saude, o desconhecimento da populacdo acerca do

Quadro 1 - Prejuizos a saude humana gerados pelo descarte incorreto de farmacos

CLASSE FARMACOLOGICA MEDICAMENTO PREJUIZOS CAUSADOS A SAUDE

Analgésicos e Antinflamatérios

Antibidticos

Anti-hipertensivos (B Bloqueadores)

Anticonvulsivantes

Reguladores lipidicos
Antidepressivos

Hormonios
Anti-histaminicos

Citostaticos

Fonte: Adaptado de (SILVA, 2012).

Ibuprofeno, Paracetamol, Diclofenaco

Penicilina, Amoxicilina, Eritromicina e
Sulfametoxazol

Propranolol, Atenonol

Carbamazepina, Felbamato, Fenobarbital

Estatinas, Fibratos
Fluoxetina, Risperidona

Contraceptivos orais

Loratadina, Cetirizina

Vimblastina, Bleomicina

Disfung¢bes no trato gastrointestinal,
hepéticas, renais, hematoldgicas

Risco de toxicidade, resisténcia bacteriana,
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, terato-
génese

Reacdes cardiovasculares, neuroldgicas e
reacoes respiratorias

Sinais vitais instaveis, depressao respiratoria
ecoma

Constipacao, flatuléncia, neuropatia e
anemia

Ansiedade, agitacdo e nduseas

Tromboembolismo, hipertensao e cistos
ovarianos

Cefaléia, tontura e desconforto gastrintes-
tinal
Mutagénicos, carcinogénicos, teratogénicos,
leucopenia, mielosupressao
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descarte correto de medicamentos, o uso irracional
de medicamentos, dentre outros fatores. E comum
se observar em alguns estabelecimentos de saude,
como farmdcias e drogarias, que ndo seguem um
plano de gerenciamento de residuos, o descarte de
medicamentos a céu aberto, rios e lagos, sem nenhum
tratamento prévio, acarretando prejuizos a saude
humana (Quadro 1) e ao meio ambiente tais como:
promocao da resisténcia bacteriana e feminilizagcao
de peixes machos devido ao descarte incorreto de
produtos hormonais (ALVARENGA, NICOLETTI, 2010;
ALENCAR, 2014; CHAVES, 2014; SILVA; MARQUES;
GARCIA, 2019).

O Descarte Correto de Residuos de Servicos de
saude

Os medicamentos/insumos farmacéuticos vencidos ou
utilizados em estabelecimentos de saude devem ser
segregados da embalagem e receberem destinagao
adequada. Segundo a Resolucao RDC n° 222, de 29
de marco de 2018 os residuos do grupo B - Residuos
quimicos gerados pelos estabelecimentos prestadores
de servicos de saude, quando em estado sélido nao
tratados devem ser dispostos em aterros sanitarios
de residuos perigosos de classe I. O residuo quimico
quando no estado liquido, deve ser submetido a um
tratamento especifico, como exemplo, solidificacdo
do mesmo, antes de ser conduzido para a disposicdo
final em aterros. E indevida a destinacéo de residuo
quimico no estado liquido para o aterro sem passar por
processo prévio de tratamento.

A inexisténcia de um programa de recolhimento de
medicamentos vencidos ainda é uma realidade em
muitos estabelecimentos de saude, constituindo
uma questdo que agrava a dispersdao dos principios
ativos dos farmacos no meio ambiente, refletindo
em impactos ambientais de extrema relevancia e
interferéncia ecossistémica (SOUZA, FALQUETO, 2015;
RAMOS et. al., 2017).

Condutas para

socioambiental gerado pelo descarte inadequado

minimizacdgo do impacto

de medicamentos

A falta de fiscalizacdo por parte dos 6rgaos sanitarios,
muitas vezes favorece um ambiente propicio para o
surgimento de estabelecimentos de salide que ndo
contemplem um plano de gerenciamento de residuos
de servicos de saude. Com isso, a associacao da falta
de profissionais devidamente capacitados nesses
estabelecimentos com a escassez de campanhas
explicativas, tornam-se uma forca motriz que tange ao
descarte inadequado de residuos de medicamentos.
E estabelecido ao setor produtivo, usuarios e poder
publico pela Lei N° 12.305, de 02 de agosto de 2010, a
responsabilidade compartilhada na destinacao correta
dos bens de consumo e produtos, ao final do seu
tempo de vida util (PINTO, 2014).

Dificilmente sdo encontradas informacdes e ambientes
adequados para o de descarte de medicamentos nas
mais variadas regides do Brasil ou até mesmo em
regides proximas. Politicas como a logistica reversa
e campanhas de conscientizacao vem contribuindo
para prestar maior esclarecimento sobre o descarte de
medicamentos e tornar o processo de gerenciamento
dos residuos dos servicos de saude mais eficaz
(CHAVES, 2014).

Logistica reversa

A logistica reversa trata-se de uma politica que
visa o desenvolvimento social e econémico, sendo
caracterizada por um conjunto de procedimentos,
acoes e meios que viabilizam a coleta e restituicao de
residuos sélidos ao setor empresarial, reaproveitando
ou destinando de maneira final de forma adequada
ambientalmente (BRASIL, 2010). A Logistica Reversa é
mencionada como uma das alternativas para descarte
correto dos residuos de medicamentos. A mesma
operacionaliza a retirada de seus produtos do mercado,
tanto vencidos ou lotes contaminados e os que estdo
no fim de sua vida util. Existindo esse mecanismo,
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torna-se mais facil a implantacdo de programas de
entrega voluntaria de medicamentos pela populacao
as drogarias e farmacias, que encaminhariam aos
distribuidores e estes, a industria, para destinacao final
adequada (SOUZA, FALQUETQ, 2015).

A politica Nacional de Residuos Sélidos (Lei 12.305/10)
estabeleceu a Logistica Reversa como um de seus
instrumentos, visando a devolucao de determinados
residuos para seus fabricantes, de forma que os
mesmos insiram na sua cadeia produtiva o tratamento
e a correta destinacdo final dos residuos de

medicamentos (BRASIL, 2010).

Campanhas para destinacao adequada de residuos
de medicamentos

Inspiradas na politica da logistica reversa existem
de saude como
drogarias, farmacias das unidades basicas de saude,

em alguns estabelecimentos

ambulatérios e hospitais programas de recolhimento

de medicamentos. O estabelecimento de saude
disponibiliza um sistema de gerenciamento de
residuos no qual a populacao pode realizar o descarte
de medicamentos vencidos ou nao utilizados de
forma segura e gratuita, evitando descartar em lixo
comum e redes de esgotos, ou até mesmo que fiquem
acumulados em casa. Os medicamentos sdo recebidos
pelos funcionarios do estabelecimento ou depositados
em recipientes préprios para isso. Os residuos sao
armazenados até a coleta por empresas especializadas
para a destinacdo final adequada, seja em aterros de
residuos perigosos ou tratamento por incineracao
No Brasil ja existe alguns programas que realizam tais
campanhas para coleta de residuos de medicamentos
em parcerias com redes de farmdcias, drogarias e

industrias (Quadro 2) (MEDEIROS et. al., 2013).

Quadro 2 - Programas de descartes de medicamentos no Brasil e agdes envolvidas

SAO PAULO/SP

Descarte Correto de Medicamentos

(Industria Farmacéutica: Eurofarma; Grupo Pao de Agucar)

Medicamentos arrecadados nas farmacias do grupo pdo de
acgucar; Residuo destinado ao departamento de limpeza urbana

Descarte Consciente pela Empresa BHS;
Farmacias da Rede Privada

Industria Farmacéutica

Medicamentos arrecadados nas farmacias. Residuo destinado
ao departamento de limpeza urbana

PORTO ALEGRE/RS

Descarte Correto de Medicamentos vencidos (UFRGS); Unidade
basica de saude; Farmacia Popular do Brasil; Pré Ambiente

Medicamentos arrecadados nas UBS e farmacias comerciais
com destinacgéo final pela empresa pré ambiente

PARANA/PR

Projeto de Coleta de Medicamentos Vencidos (Rede Coope-
farma; Colleta Ambiental)

Recebimento pela rede de Farmacias e destinacdo final pela
empresa Coletta Ambiental

RIO DE JANEIRO/RJ

Destino Consciente (Empresa BHS; Farmacias da Rede Privada;
Industria Farmacéutica

Medicamentos coletados em farmécia pelo programa EcoMed e
coleta por empresas especializadas para destinacdo adequada

BELO HORI

ZONTE/MG

Centros de Saude das Regionais do Municipio de Belo Horizonte

Recebimento e correta destinacdo dos medicamentos vencidos

Fonte: Adaptado de (MEDEIROS et. al., 2013).
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E de grande relevancia mencionar que as acoes
promovidas a fim de criar uma cadeia de descarte
correto de medicamentos, além de chamaram a
atencao dos érgaos sanitarios para um maior olhar
sobre o gerenciamento dos residuos de saude
nos estabelecimentos que prestam assisténcia a
comunidade, também corrobora para a manutencao
da saude do homem e a conservacao de rios, lagos
e outros nichos do meio ambiente. (BLANKENSTEIN,
JUNIOR, 2018).

Experiéncias internacionais que contribuem para
o descarte correto de medicamentos

Na Espanha, o Sistema Integrado de Gerenciamento

de Lixo é uma organizacdo sem fins lucrativos com
participacdo de 267 empresas farmacéuticas e
farmacias como pontos de coleta, sendo financiado
pela industria farmacéutica com colaboracdo de
farmécias e distribuidoras. O programa Cyclamed
da Franga, iniciado em 1993, possui subsidio do
Ministério da Saude, com participa¢ao da industria de
reciclagem para coleta e disposicdo final dos residuos
de medicamentos. Em Portugal, o programa Valormed
segue o principio do poluidor pagador e funciona
através de uma sociedade gestora de residuos de
embalagens e medicamentos coletados por farmacias,
sendo paga uma taxa atual de 0,00512 euros por
embalagem introduzida no mercado, levando o
residuo de medicamentos para incineracdo. J& na
Suécia, o programa Apoteket, criado em 1970, com
financiamento federal, a coleta dos medicamentos
vencidos ocorre em farmdcias, clinicas e consultérios e
0s mesmo sao posteriormente incinerados (VEDEIROS
etal., 2014).

A importancia da farmacia clinica no descarte
correto de medicamentos

A farmdcia clinica é uma darea de atuacdo do
farmacéutico que estd inserida no ciclo da assisténcia
farmacéutica e que vem ganhando cada vez mais
espaco no cenario farmacéutico, principalmente

dentro de hospitais, onde o principal papel do
farmacéutico clinico é atuar na prevencio de
problemas relacionados ao uso de medicamentos
(PRMs). No entanto, a prética da farmacia clinica e da
atencdo farmacéutica também pode ser incluida no
cotidiano das farmdcias e drogarias, no momento em
que o farmacéutico orienta o paciente sobre o uso
de determinado medicamento, para qual finalidade
o medicamento serve, qual a melhor maneira de
administra-lo, com ou sem alimento, dentre outras
condutas, com isso, se estabelece um vinculo de
confianca entre o farmacéutico e o cliente, propiciando
um ambiente propicio para o acompanhamento
farmacoterapéutico.

Contudo, pode-se inferir que a farmdcia clinica objetiva
alcangar uma terapia eficaz, segura e com o menor
custo possivel para o paciente, respeitando os padroes
de qualidade do medicamento, e é justamente nesse
ponto que o farmacéutico clinico contribui para o
uso racional de medicamentos, quando promove
a dispensacdo da quantidade de medicamentos
adequada para a terapia do paciente, quando divulga
o que fazer com o medicamento adquirido caso ele
venga ou caso o medicamento sobre, dentre outras
medidas. Tais acdes fomentam para um plano de
gerenciamento de residuos de servicos de saude,
principalmente os residuos de medicamentos, que seja
eficaz do ponto de vista social, econédmico e ambiental
(FERRACINI et. al., 2011).

CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, o uso irracional de medicamentos
tem expandido de maneira massiva. Os residuos
de medicamentos, quando dispostos de maneira
incorreta, afetam o meio ambiente e a saide humana.
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) publicou a mais recente RDC - Resolucao
da diretoria colegiada n° 222 de 29 de marco de 2018,
que regula as boas praticas de residuos de servicos
da saude, classifica o residuo de medicamento em
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residuo quimico, e dispde sobre a correta destinacdo
dos mesmos em aterros. No entanto, ainda existem
poucas politicas que visam promover o descarte
correto de medicamentos, além da falta de fiscalizacdo
por entidades sanitdrias competentes, o que contribui
para um descarte muitas vezes inadequado dos
residuos dos servicos de saude. Com a finalidade de
minimizar a ocorréncia de problemas relacionados ao
descarte incorreto de medicamentos, o governo, os
estabelecimentos de saude e a populagao devem atuar
de forma conjunta, através do estimulo ao uso racional
de medicamentos pelo farmacéutico clinico no ato
da dispensacdo de medicamentos, maior fiscalizacao
sanitaria sobre o descarte de medicamentos nos
estabelecimentos de salde, denuncias por parte da
populacao sobre descarte de medicamentos realizado
de forma indevida, dentre outras acdes; visando
alcangcar uma gestao de residuos de medicamentos
comprometida com a saldde humana e com a
preservacao do meio ambiente.
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RESUMO

O suicidio é um ato intencional com finalidade de dar fim a prépria vida. E resultante de uma complexa interacdo de
fatores. O acolhimento adequado a pacientes que apresentam ideacdes suicidas podem promover a qualidade de
vida e promoc¢ao da salde mental, e assim a recuperacao. Deste modo, objetivou-se analisar a visdo e a atuacao da
equipe multidisciplinar de uma Estratégia de Saude da Familia (ESF) acerca de pacientes com fatores de risco ao suicidio.
Trata-se de um estudo qualitativo, transversal e descritivo. Foram realizadas entrevistas individuais de 10 minutos com
quinze profissionais de diversas areas da saude de uma ESF, identificando os fatores de risco que mais acometem aos
pacientes, a forma que sdo acolhidos na ESF e as medidas tomadas diante do comportamento suicida. As entrevistas
foram transcritas e analisadas. Os fatores de risco mais relatados foram alcoolismo, depressao e conflitos familiares. De
acordo os depoimentos, apos o acolhimento os pacientes sdo encaminhados para psicélogo e médicos da ESF. Porém, de
maneira geral, os profissionais relataram ndo possuir capacitacoes suficientes para lidarem com acoes de saide mental.
E importante a atuacdo adequada da ESF no combate ao suicidio, uma vez que a atencdo primaria possui aceitacdo da
populacédo e causa um grande impacto positivo na saude. Sdo necessarios processos de capacitacdes dos profissionais
para assim possibilitar estratégias em seus processos de trabalho contra o suicidio.

Palavra-chave: Acolhimento, ideacdo suicida, profissionais de saude.
ABSTRACT

The suicide is an intentional act designed to end one’s life. It is the result of a complex interaction of factors. Appropriate
care for patients with suicidal thoughts can promote quality of life and promote mental health, and thus recovery. Thus,
the objective was to analyze the vision and performance of the multidisciplinary team of a Family Health Strategy (FHS)
about patients with risk factors for suicide. It is a qualitative, cross-sectional and descriptive study. Individual 10-minute
interviews were conducted with fifteen professionals from different health areas of an FHS, identifying the risk factors
that most affect patients, the way they are welcomed in the FHS and the measures taken in the face of suicidal behavior.
The interviews were transcribed and analyzed. The most reported risk factors were alcoholism, depression and family
conflicts. According to the statements, after receiving the patients were referred to psychologist and doctors of the FHS.
However, in general, professionals reported not sufficient skills training to deal with mental health actions. The proper
action of the FHS in the fight against suicide is important, since primary care has acceptance of the population and has a
great positive impact on health. Professional training processes are necessary to enable strategies in their work processes
against suicide.

Key words: Reception, suicidal ideation, health professionals.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
o suicidio é um ato intencional e consciente, com o
intuito de dar fim a prépria vida, sendo dificil explicar
o motivo que leva algumas pessoas a cometerem tal
ato, enquanto outras em situacao similar ou pior nao
o fazem. E resultante de uma complexa interacdo de
fatores bioldgicos, sociais, psicoldgicos, ambientais
e aqueles ligados a histéria particular do individuo.
Assim, é possivel admitir que o suicidio é um
fendbmeno complexo, com vdrias origens e motivos
(LEMOS, SALLES, 2017).

Para chegar ao suicidio propriamente dito, alguns
habitos sao desencadeados e sao descritos como
ideacoes suicidas, caracterizadas por pensamentos,
desejos e ideias em relacio a morte, onde o
aparecimento dessas ideagdes apontam para uma
maior observacao e avaliacdo dos impetos no
contexto do individuo. O suicidio é considerado um
problema de saude publica e as ideacbes suicidas
entram na categoria de risco para a saude, pois
antecedem o ato, se configurando como o primeiro
passo desse processo de comportamento e tentativa
de autoexterminio. As imagina¢des em relacdo a
morte podem estar relacionadas as consequéncias
desfavordveis de episédios enfrentados na vida
(ALCANTARA et al., 2018).

A palavra suicidio deriva etimologicamente do
latim, onde sui (si mesmo) e caedes (acao de matar)
significam morte intencional auto imposta. O
comportamento suicida existe desde os tempos mais
antigos da humanidade e ao longo dos tempos tem
sido alterado apenas a forma como esse ato é visto.
Os principais fatores associados sdo: histérico de
suicidio na familia, doencas mentais (principalmente
depressdao, ansiedade, esquizofrenia, abuso,
dependéncia de alcool e drogas), auséncia de apoio
social, tentativas anteriores de suicidio, forte intencao

suicida, eventos estressantes, caracteristicas sociais

e demograficas, tais como desemprego, pobreza e
baixo nivel educacional (MOREIRA, BASTOS, 2015).

A maioria das pessoas tem medo da morte, porém,
para aquelas que estdo em condicdes vulneraveis e
nao encontram nenhuma alternativa para resolver
seus problemas, a morte é vista como meio de
aliviar o sofrimento e através do comportamento de
autoexterminio buscam acabar com a propria vida.
O suicidio é uma das principais causas de morte no
mundo, com um total de 800 mil mortes anuais,
onde 79% ocorrem em paises de baixa e média
renda, sendo a segunda principal causa de morte
entre jovens de 15 a 29 anos de idade (OPAS/OMS,
2018). A taxa média mundial de suicidio sao de 16
6bitos por 100 mil habitantes (OPAS/OMS, 2018).
No Brasil, nos ultimos anos a taxa média de suicidio
aumentou 60%, caracterizando 5,7 ébitos por 100
mil habitantes, sendo a terceira causa de morte por
motivacoes externas no pais (OLIVEIRA et al., 2017).
Dados pontuam a importancia da prevencao e do
tratamento adequado de transtornos mentais e
comportamentais como estratégia para a reducao
do suicidio (LEMQS, SALLES, 2017). Diante disso,
o presente trabalho tem como objetivo analisar a
visao e a atuacao da equipe multidisciplinar de uma
Estratégia de Saude da Familia acerca de pacientes
com fatores de risco ao suicidio.

Metodologia

Estudo transversal e  descritivo,

desenvolvido

qualitativo,
com profissionais de diferentes
formacgdes na area da saude de uma Estratégia de
Saude da Familia (ESF) no municipio de Sao Jodo da
Lagoa, Minas Gerais. Por se tratar de uma pesquisa
que envolve seres humanos, esta se iniciou apds
a aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa com

parecer n° ETIC 3.141.487/2019.

A coleta dos dados por meio de entrevistas/
questionarios foi realizada com instrumento validado,
nos meses de abril e maio de 2019.
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Foram utilizados como critérios de inclusdo todos
os profissionais da area da saude que atuam na ESF
onde a pesquisa foi realizada e que assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Como critérios de exclusao os profissionais da saude
que recusaram assinar o TCLE e que estavam ausentes
no dia da coleta dos dados. Os participantes foram
mantidos em anonimato, sendo identificados pela
letra P seguido de um ndmero.

O questionario foi norteado através do Manual
para Profissionais da Saude em Atencdo Primdria
da Organizacdo Mundial de Saude e foi aplicado
a todos os voluntarios. A amostra incluiu quinze
profissionais da drea da saude atuantes na ESF, sendo
cinco enfermeiros, trés médicos, dois dentistas, um
psicélogo, uma farmacéutica, dois fisioterapeutas
e um nutricionista, todos com idades variadas,
diferentes especializacdes e com tempo de exercicio
da profissao distinto.

A partir dessa variedade de caracteristicas,
procurou-se captar uma significativa variabilidade
de depoimentos mediante entrevistas semi-
estruturadas, baseadas em um roteiro composto por
temas abertos, que permitissem aos entrevistados

discorrerem livremente sobre o tema.

As entrevistas individuais foram feitas pelos
pesquisadores, em local previamente selecionado
para esse fim, com duracdo de até 10 minutos e
todas foram iniciadas com a mesma pergunta: “Vocé
ja participou de alguma capacitacdo em relacao a
transtornos mentais e outros fatores de risco com

ideacgdo suicida?”

Embora, a principio, essa pergunta possa ser
considerada como indutora da confirmacdo da
importancia da qualificacdo profissional nesse ambito,
optou-se por tal abordagem tendo em vista que a
amostra de profissionais foi retirada de uma ESF onde
nao é realizado um trabalho sélido para minimizar as
taxas de suicidio e os danos associados as tentativas

suicidas. Além disso, é importante haver uma rede
organizada de servicos que possam acolher as
demandas evidenciadas pelos profissionais e pessoas
préoximas, identificando fatores determinantes,
preditivos e assim minimizar a prevaléncia desses

eventos.

Contrariamente a uma generalizacao dos conceitos
tedricos testados, a abordagem qualitativa, adotada
neste trabalho, permitiu maior aprofundamento e
abrangéncia da compreensao do grupo social em
estudo. Portanto, em detrimento do critério numérico,
privilegiou-se a capacidade da pesquisa refletir a
totalidade das multiplas dimensdes das situacoes
vivenciadas. Foram selecionados sujeitos sociais
que detinham os atributos que os investigadores
pretendiam conhecer, cuja interpretacao era mais
importante que a simples mensuracao de dados.

Nas entrevistas, buscou-se investigar os fatores de
risco que mais acometem aos pacientes e a forma
que sao acolhidos na ESF, bem como as medidas
tomadas pelos profissionais diante dos pacientes
com comportamento suicida.

Todas as entrevistas foram ouvidas e tiveram
sua transcricao lida exaustivamente, segundo o
preconizado. Na analise utilizou-se a técnica daandlise
do conteudo, que permite a construcao de categorias
tematicas, pelo reconhecimento de ideias centrais dos
textos em estudo, com suporte do programa Atlas/Ti
5.0, software que trata e analisa dados qualitativos.
Os dados sociodemograficos foram analisados pelo
programa estatistico PASW (Statistical Package for
Social Sciences) 20.0.

Resultados e discussao

Dos quinze profissionais entrevistados, 60% eram
do género feminino. A faixa etaria dos voluntarios
variou de 22 anos a 60 anos, com predominio de 22
a 29 anos (46,7%). Do total de participantes, 86,7%
possuiam apenas graduacao e 73,3% de um a cinco
anos de exercicio da profissao.
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Dos quinze relatos obtidos, nove profissionais
expuseram que ja participaram de capacitagdes sobre
transtornos mentais e fatores de risco com ideacao

suicida.

AandlisedoconteddodesenvolvidasegundooManual
para Profissionais da Saude em Atencdo Primaria da
Organizacao Mundial de Saude e a categorizagao dos
relatos elaborados pelos pesquisadores, permitiram a
construcao de quatro temas ou nucleos de sentido:
acolhimento  multiprofissional aos  pacientes,
fatores de risco, classificacdo de graus de risco e
encaminhamento a outros profissionais de saude,

que sao discutidos a seqguir.
Acolhimento multiprofissional aos pacientes

O amparo aos individuos com histérico suicida ou que
apresentam um ou mais fatores de risco nos centros
de atencdo primaria é fundamental, pois se feito com
preparo e prontidao é possivel aumentar a aceitacao
e adesdao do paciente ao tratamento (GUTIERREZ,
2014).

Durante o acolhimento, os profissionais devem
demonstrar empatia e respeito pelo sentimento do
outro, ser afetuoso e dar apoio, ndo podendo tratar o
problema como trivial. Os profissionais (P) relataram
como conduzem o acolhimento de pacientes que
apresentam um ou mais fatores de risco a ideacao
suicida:

“Eu melhorei nesse quesito depois que tive contato
com uma paciente que desde o primeiro contato,
apresentava muito mau humor, reclamava muito
e sempre negativa e ela veio a se suicidar. Entdo
nas minhas abordagens quando o paciente diz que
nao esta bem com frequéncia, reclama muito, eu
pergunto se ta acontecendo alguma coisa e oriento
esse paciente”. (PO5 - Fisioterapeuta)

“Eu converso muito, pergunto se esta acontecendo
alguma coisa, mas acho que nao querer falar é até
uma caracteristica de quem tem depressao ou

alguma condicdo, querem resolver tudo logo e ir
embora”. (P06 — Dentista)

“Converso sobre o assunto de acordo com que
demonstram e dizem os pacientes, explico que
precisam procurar ajuda tentando deixar ele o mais
tranquilo possivel para que nao rejeite os tratamentos,
oriento para procurarem o médico e psicélogo”. (P09
- Farmacéutica)

Muitos relataram sobre o

encaminhamento a outros profissionais quando

partipantes

abordados sobre o acolhimento:

“A maioria das vezes sdo mais relatadas por familiares,
as vezes a pessoa hao comenta sobre o problema na
consulta de enfermagem, e através dos relatos de
familiares eu encaminho pra psicéloga ou médico
clinico geral”. (P04 - Enfermeira)

“Eu encaminho para o psicélogo”. (P06 — Dentista)

“Quando eu percebo algum sinal eu faco

encaminhamento”. (P10 - Médica)
Fatores de risco

Os principais fatores associados ao suicidio sao:
histérico de suicidio na familia, doencas mentais
(principalmente depressao, ansiedade, esquizofrenia,
abuso, dependéncia de alcool e drogas), auséncia de
apoio social, tentativas anteriores de suicidio, forte
intencdo suicida, eventos estressantes, caracteristicas
sociais e demograficas, tais como desemprego,
(MOREIRA,

pobreza, e baixo nivel educacional

BASTOS, 2015).

Em relacdo aos fatores de risco que mais acometem
aos pacientes a tentativa suicida, a maior parte dos
entrevistados relataram depressao, alcoolismo e
conflitos familiares:

“Muitas vezes percebo uma predisposicao do paciente
ao suicidio e ocorre situacdes que funcionam como
gatilho para que o suicidio aconteca. Nos pacientes
com ideacdo suicida eu consegui identificar que os
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fatores de risco que mais acometem estes pacientes
sdo: depressao, ansiedade e conflitos familiares, e
muitas vezes um fator esta relacionado a outro”. (P01
- Psicologa)

“Estrutura familiar que afeta principalmente os
adolescentes, além da condicdo financeira e

alcoolismo”. (P04 - Enfermeira)

“Ansiedade, e vejo muitos jovens e criangas muito
tristes, que aparentam ter algum problema na
estrutura familiar e condicéo social”. (P06 — Dentista)

“Depressao, estrutura familiar, doencas crdnicas,
alcoolismo, sobrecarga de responsabilidades em sua
maioria relatas por mulheres que além do trabalho
cuidam dos filhos e mae e/ou pai idosos”. (P09 -
Farmacéutica)

“Doencas crbnicas, frustracbes amorosas e
profissionais, depressao, ansiedade, limitacbes por

alguma doenca crénica”. (P05 - Fisioterapeuta)
Classificacao de graus de risco

Para aumentar a eficacia no manejo de pacientes em
situacoes de risco é utilizada uma classificacdo de
urgéncia dividida em: alta, quando ha planejamento
claro e intencionalidade de realizar o suicidio nas
préximas horas ou dias, média, onde ocorrem os
planos suicidas factiveis, mas o paciente projeta a
acdo no futuro, caso aanormalidade ndo se modifique
favoravelmente, por fim, baixa, caracterizada pela
ideacao suicida, mas sem planejamento caracteristico
e com baixa intencionalidade, sendo que o paciente
ainda consegue encontrar alternativas para lidar com
seu sofrimento. E visto como violéncia e agressividade,
sendo categorizado como “causa externa” pela 102
Classificacao Internacional de Doencas (CID) (RIBEIRO
etal.,, 2018).

As acoes para cada tipo de grau vao de acolhimento,
encaminhadas ao médico e psicélogo, até nao
deixar a pessoa sozinha, contatando a familia e

acompanhamento com o psiquiatra. Durante

a entrevista os participantes responderam se
concordam que cada grupo de risco deve ter
tratamentos diferentes e de acordo com os seus
conhecimentos quais as medidas para cada um

desses grupos de risco:

“Sim, concordo que o tratamento deve ser diferente
para cada grau de risco. Em todos os casos é
necessario um acolhimento ao paciente, quando
apresenta grau de risco baixo é necessario organizar
um plano de intervengdo com atendimentos
semanais, visitas domiciliares, incluir a familia para
monitorar este paciente. No grau de risco médio, além
do monitoramento da familia e atendimentos com
intervalos menores, é necessario o encaminhamento
para servicos de especialistas e medicacdo. Ja no
grau de risco mais alto é necessario que este paciente
esteja sempre na companhia de outra pessoa, nunca
deixa-la sozinha, ter visitas domiciliares, atendimento
constante, encaminhamento ao psiquiatra para
avaliacdo e medicagao, atendimento a familia do
paciente e monitoramento”. (P01 - Psicéloga)

“Com certeza. Nesse caso eu acho que tem a questao
da frequéncia das consultas com o psicélogo, nos
graus de risco baixo, médio e alto sdo diferentes, e no
caso pessoas que se encontram no grupo de risco alto
tem a associacao da terapia com o0 acompanhamento
com o psiquiatra”. (P04 — Enfermeira)

“Concordo. Quando o paciente ja tem ideacdo suicida
ja estd comecando a planejar o ato e ndao podemos
relativizar tratando como se ndo fosse nada, tento
tratar a doenca de base. E se a pessoa tiver algum
sintoma psicético pode-se considerar de moderado a
grave dependendo do grau, entdo se tem transtornos,
delirios persecutérios, alucinacdes visuais/auditivas,
as vezes ha a necessidade de internagcao compulséria,
por que essa pessoa pode sair do consultério e
tentar o autoexterminio, inclusive muitas vezes é
necessario usar até de forca policial pra conter a

pessoa, dependendo do grau, nos mais avancados”.
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(P15 — Médico)

A maioria dos participantes desconheciam a
classificacdo dos graus de risco e as medidas para
cada grupo, claramente tais constatacdes podem ser

feitas com base nas falas a seguir:

“Eu nao classificaria em graus de risco nao. No caso
de depressao mesmo qualquer um deles apresentam
riscos, mas nos casos que ja houve tentativas os
pacientes sao mais propicios a cometerem o suicidio”.
(P02 — Enfermeiro)

“Sim. Mas pra gente que ndo é da area é dificil dizer
quais sao as medidas necessarias para cada grupo de
risco”. (P06 — Dentista)

“Com certeza. Nao sei te responder quais sao as
diferencas que ha nos tratamentos dos 3 grupos”.
(P08 - Enfermeiro)

Encaminhamento a outros profissionais de satide

O papel dos profissionais da equipe multidisciplinar
da atencdo primaria é elemento fundamental para
o alcance dos objetivos e de garantia dos direitos
aos portadores de transtornos mentais. Os servigos
de atencao primdria sdao, geralmente, 0os mais
acessiveis, disponiveis e aceitos pelas comunidades
(WENCESLAU, ORTEGA, 2015). Além do acolhimento,
a equipe multidisciplinar deve estar preparada para
desenvolver acbes de socializacdo e prevencao
dos possiveis agravos dos pacientes da sua area de
abrangéncia, como por exemplo, gerar e estimular
atividades ou orienta¢des em grupo com a populacdo
(adoecida ou nao) e seus familiares, intervencoes
domiciliares para diminuicdo da sobrecarga da familia
cuidadora (SILVA et al., 2016).

Para fazer um encaminhamento ¢é necessario
que o profissional tenha tempo para explicar ao
paciente qual a razao e importancia da presenca na
consulta. Os participantes relataram situacées em
que percebem a necessidade do encaminhamento a

outros profissionais e a maneira que os conduzem:

“Quando o paciente relata sintomas como desejo de
isolamento, pensamentos negativos relacionados a
saude mental, quando eu vejo que o paciente tanuma
crise na triagem eu ja encaminho ele diretamente
para o atendimento médico, também ja encaminhei
pacientes para atendimento com a psicéloga do
NASF”. (Nucleo Apoio a Saude da Familia). (P02 -
Enfermeiro)

“Em casos de pacientes que apresentam crises de
ansiedade ou estdo com sintomas de depressao
e ainda nao passaram pelo médico ou psicéloga.
Pacientes que sdo muito atarefados principalmente
cuidadores de idoso. Pacientes que relatam ideacdes
suicidas e pensamentos negativos. Oriento como
esse paciente pode marcar uma consulta com o
médico e psicoldgo, e peco a ele que faca isso o mais
breve possivel. Falo sobre a situacdo com a enfermeira
responsavel pela coordenacao da ESF e com o agente
de saude ou familiar do paciente para que reforcem
a necessidade da busca de ajuda. E quando esse
paciente retorna novamente abordo sobre o assunto
para confirmar se ele buscou atendimento dos
profissionais”. (P09 — Farmacéutica)

“Nos casos que eu vejo que tem uma dificuldade
em relacdo a familia, ou um conjuge, em um luto,
por exemplo, eu encaminho para a psicéloga que
vai discutir sobre essas relacbes, e também ocorre
0 oposto, a psicéloga me manda ou conversa
comigo pra avaliar se esse paciente precisa de outra
abordagem. E quando é um caso mais grave onde
houver uma tentativa de suicidio encaminho para
0 psiquiatra e tem casos que peco o retorno desse
paciente ap6s dois ou trés meses pra eu avaliar se o
tratamento tem sido eficaz. Faco o encaminhamento
por escrito e converso com o paciente sobre a
importancia disso, e digo que é importante a consulta
com o psiquiatra para se sentirem melhor, reforco a
questao dos vinculos familiares como, por exemplo, a
chegada de um neto para que a pessoa entenda que
ela é importante no mundo”. (P14 — Médico)
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CONCLUSAO

Conclui-se que a atuacao da equipe multiprofissional
da Estratégia de Saude da Familia é de fundamental
importancia no acolhimento, tratamento e
direcionamentodos pacientesque apresentamfatores
derisco ao suicidio, além disso, através das entrevistas
os profissionais relataram nédo possuir capacitagdes
suficientes para lidarem com a¢des de salde mental
na ESF, sendo necessario a potencializacao nos
processos formativos dos profissionais, pautada
nas diretrizes da Politica Nacional de Educacao
Permanente em Saude. Portanto, a presente pesquisa
identificou a visao de profissionais de uma ESF acerca
da atuacdo a pacientes que apresentam fatores de
risco de suicidio, possibilitando assim uma estratégia

em seus processos de trabalho.
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Abstract: Beyond its aesthetic importance, the hair distinguishes the individual and can influence the social acceptance.
Under certain circumstances, the normal hair growth process is impaired by a condition called androgenetic alopecia
(AGA). Among the drugs used to treat AGA, finasteride is an anti-androgenic steroid, used both orally and topically.
Nevertheless, it has been reported that both forms results in side effects such as irritation, contact dermatitis and mood
changes. Nanostructured lipid carriers incorporating finasteride were developed in this study, in order to evaluate its
main characteristics considering size, zeta potential, polydispersity index, encapsulation efficacy and cytotoxicity. Such
nanoparticles were built with lipids from vegetable source and block copolymers. They were adjusted to release the drug
using specific temperature as trigger. After preparation through high shear technique, the lipid nanocarriers produced
exhibited hydrodynamic diameter with average size of 119.56 + 1.07 nm and polydispersity index of 0.186. Encapsulation
efficiency reached values close to 100% after HPLC quantification. The suspension kept their characteristics through 30
days, showing good stability. In addition, the nanostructures reduced the finasteride cytotoxicity for fibroblasts and
keratinocytes cells. In this way, the obtained formulation becomes a good candidate for future in vivo tests as topical
agent against AGA showing high encapsulation efficiency and lower cytotoxicity when compared to finasteride alone.

Keywords: nanocarrier, finasteride, androgenetic alopecia.

Resumo: Além de sua importancia estética, o cabelo distingue o individuo e pode influenciar sua aceitacao social. Sob
certas circunstancias, o processo normal de crescimento do cabelo é prejudicado por uma condi¢do chamada alopecia
androgenética (AGA). Para tratar a AGA, um esteroide antiandrogénico chamado finasterida pode ser usado de duas
formas: oral ou topica. Porém, para ambas as formas, efeitos colaterais como irritacdo, dermatite de contato e alteragdes
no humor tem sido reportados. Carreadores lipidicos nanoestruturados incorporando finasterida foram desenvolvidos
neste estudo com o intuito de avaliar suas principais caracteristicas, considerando o tamanho, o potencial zeta, o indice
de polidispercéo, a eficiéncia de encapsulagao e a citotoxicidade. Tais nanoparticulas foram construidas com lipideos
de origem natural ajustados para liberacdo em temperatura definida e estabilizados com copolimeros em bloco. Apos
preparacgao através de alto-cisalhamento, os nanocarreadores lipidicos produzidos possuiram diametro hidrodinamico
médio de 119,56 + 1,07 nm com indice polidispersividade em 0,186. A eficiéncia de encapsulacao atingiu valores préximos
a 100%, conforme quantificacdo por HPLC. A suspensdao manteve suas caracteristicas durante 30 dias, demonstrando
boa estabilidade. Em adicao, as nanoestruturas produzidas reduziram a citotoxicidade da finasterida frente a células de
fibroblastos e queratindcitos. Desta forma, a formulagao obtida se torna um bom candidato para futuros testes in vivo,
como agente tépico contra a AGA.

Palavras-chave: nanocarreadores, finasterida, alopecia androgenética.
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INTRODUCTION

The formation of the hair begins in the follicle which
is basically a mini- organ composed by multiple layers
capsuling and producing the hair shaft that is projected
through the epidermis. The internal and external root
sheath envelops the hair shaft, while in the follicle
base the dermal papilla is surrounded by matrix cells
that proliferate and differentiate to form the hair shaft.
The hair bulge is located in the middle part, where the
sebaceous gland and the erector muscle are found (JI
et al.,, 2017; NILFOROUSHZADEH et al., 2019).

Hair loss is a problem for both men and women. This
condition cannot be considered only an aesthetic
issue but also a clear health impairment, resulting
in reduced self-esteem and anxiety that can trigger
depression. One of the most common causes of hair
loss is the androgenetic alopecia (AGA), a physiological
imbalance that affects half of Caucasians males and
nearly 100% of the same population over 80 years
old. In addition, 15 to 30% of women around thirty
years old also suffer from hair loss (GOMES et al., 2014;
HAMISHEHKAR et al., 2016; MADHESWARAN et al., 2013;
PEREIRA et al., 2018). In the case of AGA, the follicles
of the scalp show high levels of 5a-reductase. This
enzyme converts testosterone in di-hydrotestosterone
(DHT), which binds to the androgenic receptor,
stimulating genes responsible for the development
of AGA, which in turn reduces the size of hair follicles.
There are several genes related to AGA, but the ones
that have a major relationship are the locus AR/EDA2R
in the X chromossome and the locus on the short arm
of the chromosome 20, 20p11 (MADHESWARAN T. et
al., 2013; HAMISHEHKAR et al., 2016; LOLLI et al., 2017).

The pharmacological therapies available currently for
AGAtreatmentincludethetopical ororaladministration
of finasteride (SCOW, NOLTE, SHAUGHNESSY, 1999).

Finasteride is commonly used in the treatment of

hair loss. This synthetic molecule has anti-androgenic
properties that inhibit, in a competitive way, the type
2 5a-reductase enzyme, blocking the conversion of
testosterone in DHT. This substance is chemically
classified as 4-asa-3-oxosteroid and can be used orally
for benign prostatic hyperplasia treatment and/or
topically for AGA (CAON et al., 2014). Finasteride can
reduce over 60% of the local levels of DHT when in
contact with the scalp (PRICE, 1999; CAON et al, 2014).

The current available treatment for AGA shows topical
formulations prepared with large amount of ethyl
alcohol and/or propylene glycol, which can cause side
effects such as irritation, dandruff, contact dermatitis
and allergies. Another disadvantage of topical solution
is the necessity of repeated application to assure correct
dosage administration (MATOS et al., 2015; KAUL et al.,
2018; PEREIRA et al., 2018; RAMEZANI et al., 2018). In
addition to topical treatments, the systemic therapies
with finasteride result in adverse effects such as mood
changes, gynecomastia, decreased libido and erectile
dysfunction or impotence (MADHESWARAN T. et al.,
2013). Moreover, the results of systemic treatment can

disappear as soon as the treatment stops (PRICE, 1999).

Therefore, formulations that minimize the problems in
AGA treatment are of great importance. The control of
materials in nanometric scale allow the construction
of nano-particles that can incorporate and release the
drug in specific physiologic conditions, allowing their
use as drug nanocarriers. There is a growing interest
in the development of nanocarriers capable of passing
through the corneal extract and deliver the substance
in the site of action (MADHESWARAN et al., 2014).

The objective of the use of these nanostructures in
therapies is to transport molecules to specific sites and
deliver them with an effective therapeutic dosage.
Nanocarriers show great advantages when compared

with classic technologies, because they allow drug
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dissolution above their standard solubility limits. In
addition, they promote higher therapeutic efficiency
through prolonged drug release (BARUA; MITRAGOTRI,
2014).

Nanostructured lipid carriers (NLC) have been studied
to increase the efficiency of drugs in several diseases,
anditisusedinmedicinesincluding productsfor topical
application. Among the different lipid nanocarriers
described, NLC can be prepared using solid lipids at
room temperature, suspended in aqueous medium
and stabilized by surfactants (SOUTO; NAYAK; MURTHY,
2011).

This study intends to develop NLC incorporating
finasteride to achieve higher drug penetration through
the skin and consequent improve therapeutic potential
(CAON et al., 2014; HAMISHEHKAR e al., 2016; KAUL et
al., 2018). As an alternative to the use of synthetic lipids,
lipids extracted from the seeds of Passiflora incarnata
were used due to their naturally balanced fatty acid
composition, which consequently produces imperfect
crystalline nuclear structure supporting increased drug
encapsulation (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012).

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. lipid
chromatography with flame ionization detector
(GC-FID)

Natural characterization by gas

Natural lipids samples were prepared through
hydrolysis and methylation, prior to the analysis by
gas chromatography with flame ionization detector
(GG-FID) (Agilent). A SUPELCOWAX-10 column 15m x
0.2mm x 0.2 ym (SUPELCO) was used with gradient
temperature: 60°C at time zero, then increments of
10°C per minute to 240°C; injector (split 1/50) was set
at 250°C and detector at 260°C. Hydrogen was used
as carrier gas (4.0 mL/min) with injection volume of
TmL. Peak identification was made by comparison

to Supelco37 Fame mix methylated fat standards

(Supelco). EZChrom Elite Compact (Agilent) program

was used to acquire experimental data.
2.2. Preparation of nanostructured lipid carriers

Nanoparticles were prepared using modified high
pressure homogenization technique (SOLDATI et al.,
2018). Firstly, lipids extracted from Passiflora incarnata
seeds (Lot PFB018/03, Ebpm Comercial Ltda, Brazil)
and finasteride (Infinity Pharma, Sao Paulo, Brazil) were
prepared as the organic phase (10:1 w/w). This phase
was mixed and heated at 60 °C for 10 minutes. In a
separate flask, the aqueous phase containing Pluronic
F127 (Sigma-Aldrich) was also heated at 60 °C for 10
minutes. Afterwards, the oil phase was subjected to
agitation (12.000 rpm) followed by the addition of
aqueous phase to the oil phase under ultrasonic
irradiation (100W). The suspension was incubated at
room temperature for 24 hours to allow lipidic nucleus

solidification.
2.3. Nanoparticles characterization

2.3.1.
electrophoretic mobility

Dynamic Light Scattering (DLS) and

Samples of NLC were characterized by dynamic light
scattering and electrophoretic mobility to evaluate
the hydrodynamic diameter, polydispersity index (PdI)
and Zeta potential, using Zetasizer NanoZS equipment
UK). The

diameter and Pdl were measured using a He-Ne (633

(Malvern  Insruments, hydrodynamic
nm) laser in detection angle of 173° degrees using
quartz cell (ZEN2112) at 25°C. Zeta potential values
were determined through electrophoretic mobility
evaluation, by the Smoluchowski equation. Prior to
characterization, samples were diluted (1:400, v/v) in
distilled water to obtain the adequate condition to
light scattering. Measures were performed in triplicate
at room temperature soon after preparation and after

30 days upon storage.
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2.3.2. Encapsulation Efficiency (EE)

(EE)

indirectly through finasteride quantification in the

Encapsulation efficiency was determined
supernatant after centrifugation, by high pressure
(HPLC/ UV-Vis) using a
Shimadzu® LCMS-IT-TOF. NLC was centrifuged at 15000

rpm for 15 minutes and 100 uL of supernatant was

liquid chromatography

collected for analysis. Two solutions were prepared for
chromatographic separation. Phase “A” was composed
by acetonitrile and phase “B” by water; both phases
were degassed in ultrasound prior to analysis. A
column “Supelco ODS” (250 mm x 4,6 mm, 5 um) was
used. A linear gradient was performed in which phase
B raised from 10% in 0,01 minute to 80% when elution
time reached 15 minutes and to 100% in 20 minutes of
elution. Phase B concentration was kept in 100% for 7
minutes. Flow rate was 1,0 mL/min and wavelengths
analyzed were 245 nm e 254 nm respectively.
Finasteride standard was solubilized in methanol, and
the calibration curve was built from 0.025 to 0.5 mg/

mL.
2.4, Cellular viability after treatment with NLC

Cellular viability of Mus musculus fibroblasts
(L929) (HaCaT)
evaluated by MTT assay, after the treatment with NLC

and human keratinocytes was
containing finasteride. Cells were cultivated in 5% CO2
atmosphere at 37 °C. Further, cells were seeded to 96
well plates with cellular density of 5 x 103 (L929) and 5
x 104 (HaCaT) cells/mL for 24 hours prior to treatment.
Further, NLC containing finasteride was applied to the
final concentration range of 6.2-100 ug/mL and plates
were incubated for another 24 hours at 37 °C with 5% of
CO2. Then medium was removed and MTT solution (5
mg/mL) diluted in medium (1:10) was added followed
by an incubation period (4 h at 37 °C). The formazan
crystals formed after that period were dissolved in
100 uL of DMSO and absorbance was read at 540 nm

in microplate reader (Spectramax 190). Non-treated
controls were considered as 100% of cell viability
(MOSMANN, 1983).

2.5. Statistical analysis

All experiments were analyzed through the one way
variance analysis (ANOVA), followed by Tukey's post-
test for group comparison using GraphPad PRISM 6.0
software (GraphPad, EUA). Statistical significance was
represented as *** for p < 0.01.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Nanostructure lipid carriers containing finasteride were
developed to obtain a better delivery drug system for
topical administration, aiming the improvement of
the vehicle. To this end, we choose to use naturally
balanced lipid composition of seed butters as solid
core, stabilized by copolymer.

JTHE==
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Figure 1 - Chromatogram of Passiflora incarnata seed butter.

3.1. Natural lipid characterization

Firstly, GG-FID analysis was carried out using lipids
extracted from the seeds of Passiflora incarnata in
order to characterize its fatty acids composition. Figure
1 shows the chromatogram obtained after analysis.
Retention time and concentration of each compound
are shown in Table 1. It is worth to note that the fatty
acid present in highest concentration is C18:1 (38.7%).

The composition of the seed butter has direct impact
on its melting point, as the number of unsaturation and
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length carbon chain of the fatty acids that compose
the material influence it. Thus, the less unsaturation
and longer the chain, the higher the melting point
(RUSTAN; DREVON, 2005). the
composition of fatty acids makes it with high melting

In our material,

point and it is presented in the solid phase at room
temperature (Table 1).

Table 1 - Percentage of fatty acids in Passiflora incarnata
seed butter

Peak  [Faty AT |

1 C8:.0 3.13 0.7
2 C10:0 5.26 0.9
3 C12:0 744 12.2
4 C14:0 9.47 49
5 C16:0 11.38 13.6
6 C16:1 11.57 0.3
7 C18:.0 13.14 15.8
8 C18:1 13.28 38.7
9 C18:2 13.64 10.6
10 C18:3 14.15 0.2
n C20:0 14.72 0.3
Others 1.7

Legend: RT (min) = retention time in minutes; Area is
related to the area of the peak obtained by GC.

3.2. Nanoparticles characterization

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0+
01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Figure 2 - Size distribution by intensity of NLC loaded with
finasteride.

For NLC characterization, the size of particles and
surface charge were measured and the results

showed that nanoparticles loaded with finasteride

has hydrodynamic diameter and polydispersity index
of 119.56 + 1.07 nm and 0.186 + 0.02 respectively
(Figure 2). According to Feng, the size obtained fits
a desirable range to reach the dermis and follicle.

Values of polydispersity suggest that nanoparticles in
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Figure 3 - Chromatograms of finasteride standard (A) and
NLC at 15 days (B) and 45 days (C) of storage at 4°C.
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the suspension are evenly distributed. After 30 days
of storage, NLC presented hydrodynamic diameter
of 132.7 nm and PdI of 0.113, suggesting formulation
stability. Negative Zeta potential values (-15.36 + 2.34)
was obtained, which is probably due to the presence
of fatty acids organization in the nanoparticles. This
result also imply that the formulation maybe stable by
ionic repulsion in addition to the steric effect of PEG in
the surface of the NLC.

3.3. Encapsulation Efficiency (EE)

Encapsulation efficiency was evaluated 15 and 45 days
after NLC preparation. No free finasteride was detected
in the samples (Figure 3). This result suggests that the
drug was incorporated into the NLC and there was no
leakage during the storage period at 4°C. In addition,
the nanoparticles remained stable for the whole
period, as there was no change in size or Pdl (data not
shown).

Tripathi et al also developed stable lipid nanoparticles
with drug content loss less than 1% after 120 days
of storage. Another study demonstrated that there
was no changes in terms of size and encapsulation
efficiency after one month of storage (GRAVERINI et al.,
2018). Gongalves et al observed, as in consonacy with
these priors studys, stability among parameters like
entrapment efficiency, size and polydispersity after
one-month storage at 5+3 °C.

3.4. Cellular viability

The NLC containing finasteride did not present
cytotoxicity against fibroblasts and keratinocytes
(Figure 4). Analyzing the results from L929 cells, no
statistical difference was found when comparing
the treatment with NLC containing finasteride
and free finasteride and other controls, at several
concentrations. When analyzing the results of the
treatment in keratinocytes (HaCat cells) we could
observe no difference in cell viability comparing NLC

Cell viability %
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II-I- 1

Cell viability %

*hE

1

L.\

&

Treatments

Figure4-Cellularviability of fibroblasts (A) and keratinocytes
(B), after the treatment with NLC and the controls. NLC:
nanostructured lipid carrier containing finasteride; BN:
blank nanoparticle; FIN: free finasteride. Numbers indicate
the concentration in pg/mL for each treatment. Data is
presented as mean + SD (*** p<0,01).

filled with drug and the non-treated cells. It’s possible
to note too that free finasteride with the highest
concentration is toxic and this toxicity diminishes as
the concentration get lower. This strongly suggests
that the new formulation maybe safe for topical use in
the AGA.
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4. CONCLUSIONS of solid lipid nanoparticles as carriers for improving oral

This study showed that nanostructured lipid carriers
filled with finasteride were successfully prepared
with natural lipids, presented high encapsulation
efficiency, stability upon storage and negligible
cytotoxicity. Their size is adequate for biomedical
application, considering the topical administration
route and delivery to hair follicles. Further analysis are
necessary to ensure if this formulation can reach and
stay in optimal concentration on the dermis, towards
controlled release of finasteride. Overall, the NLC
containing finasteride are promising delivery systems

for the treatment of androgenetic alopecia.
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Resumo

A ingestdo de w-3 como suplemento alimentar traz beneficios a saide como prevencdo de doencas cardiovasculares,
supressao da resposta inflamatdria e desenvolvimento neural. Os principais ativos responsaveis por esses efeitos sdo os
acidos eicosapentaendico (EPA) e o docosaexaendico (DHA). Devido ao aumento do consumo e facil aquisicdo destes
suplementos faz-se necessario o seu controle de qualidade para a seguranca a saude do consumidor. Objetivo: Avaliacao
dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos de capsulas de dmega-3 comercializadas na cidade de Nova Serrana-
MG. Metodologia: Foram amostradas quatro marcas comercializadas nas drogarias da regido central da cidade de Nova
Serrana-MG, e realizadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5° edicao os testes para peso médio, desintegracao,
teor de cinzas sulfatadas, indice de acidez, determinacdo do indice de perdxidos, andlise de perfil lipidico, contagem
total de microrganismos aerébios mesoéfilos e pesquisa de E. coli, S. aureus, Salmonella sp e coliformes totais. Resultados:
100% das amostras satisfazem os requisitos microbioldgicos. Nos testes fisico-quimicos 50% (A e D) das amostras
apresentaram indice de peréxidos superiores aos limites determinados. Para perfil lipidico as amostras B e D obtiveram
valores divergentes quanto ao valor rotulado para ALA (alfa-linoleico), EPA e DHA. Conclusdo: Os desvios de qualidade
apresentados apontam para a necessidade do cumprimento das Boas Praticas de fabricacdo descritas pela RDC n° 17
de 2010 e adequacao das empresas ao controle sanitario de suplementos alimentares previstos na RDC n° 243 de 2018.

Palavras-chaves: Omega-S; Controle de Qualidade; Capsulas.
Abstract

The diet of w-3 as food supply bring benefic to heath like prevent heart disease, suppression of inflammation
and developmental neurology. The principal actives for that's effects is the fatty acid eicosapentaenoic (EPA) and
docosahexaenoic (DHA). Because the growth of consumption and the easely acess of food supply turn the quality control
is necessary to protect consumer health. Objectives: Evaluating the physical chemical and microbiology parameters of
the omega-3 fatty acids sold in downtown Nova Serrana-Mg. Methods: Four brands were sampled in drugstores in the
central region of the city of Nova Serrana-MG., and carried in according with Brazilian pharmacopoeia 5°Ed14, the tests
were medium weight, disintegration, sulfated ashes, acidity test, peroxide value, lipid profile, counting aerobic mesophilic
microorganisms and search for E. coli, S. aureus, Salmonella and total coliforms. Results: 100% of samples microbiology
test is approved. At the test of physical chemical 50% (A and D) of samples shows result on peroxide value above limits
determined. At the test lipid profile, 50% the samples (B and D) shows result of ALA (linoleic acid), EPA and DHA different
from values present on your label. Conclusion: The variance of quality control shown necessity of legislation enforcement
good pharmaceutical manufacturing practices provided RDC 17 of 2010, and adequacy from the companies to sanitary
control of food supply provided on RDC 243 of 2018, to ensure quality and safety of product to the consumer.

Keywords: Omega-3; Quality Control; Capsules.
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1.INTRODUCTION

Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) séo formados
por cadeias de hidrocarbonetos com mais de uma
insaturacdo e presenca do grupamento funcional
acido carboxilico (-COOH), sendo de cadeia longa os
que possuem acima de 18 atomos de carbono em sua
molécula (GOMES et al., 2016).

Dentre os AGPI destacam-se a familia 6mega-3 (w-
3), assim denominados pelo fato de sua primeira
insaturacao ocorrer no terceiro carbono da cadeia de
hidrocarbonetos. Sao considerados essenciais por
serem obtidos exclusivamente através da alimentacao
nao podendo ser sintetizados endogenamente. Suas
principais fontes sao peixes de d4guas frias como
salmdo e sardinha, 6leos vegetais, sementes de linhaca
e alguns legumes (NASCIUTTI et al., 2015).

A série w-3 é constituida pelos acidos alfa-linoleico
(ALA), (EPA)

docosaexaenoico (DHA) representados pela Figura-1.

acido eicosapentaendico e 4acido
Quando ingerido, uma pequena quantidade do ALA
é metabolizado pelo organismo em EPA, que possui
uma cadeia de vinte &tomos carbono, com cinco
instauracdes, ja o DHA é derivado do préprio EPA sendo
dotado de uma cadeia com vinte e dois carbonos e seis
instauragoes (DIAS; ALVES, 2013).

o

CH3
g S B W i T W P

Acido a-linoleico

o
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Acido eicosapentaencico
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Figura 1: Moléculas de acidos graxos.

Fonte: Curi et al., 2001 (Adaptada).

No Brasil, os acidos graxos w-3 sdo registrados junto ao
Ministério da Saude como suplementos alimentares e

frequentemente sao comercializados em formulagdes

farmacéuticas como capsulas moles. Estes devem
atender aos requisitos sanitarios especificados na RDC
n° 243, de 26 de julho de 2018, estando os mesmos em
concordancia com as exigéncias de identidade, pureza
e composicao descritas pela Farmacopeia Brasileira
ou outro compéndio referido na mesma resolucao
(BRASIL, 2018a).

O consumo de suplementos alimentares como
coadjuvantesnabuscapormanutencdooumelhoriasde
estado de salde vem se difundindo exponencialmente.
O uso diario de capsulas de w-3 traz diversos beneficios
ao fisiolégico humano, como prevencao de doencas
cardiovasculares, desenvolvimento neural e supressao
do desenvolvimento tumoral mamdrio estrégeno-
dependente (MANNA et al., 2007; BRASIL, 2014; VAZ et
al., 2014).

Raposo (2010) e Araya et al. (2004) concluiram em vossos
estudos que o uso continuo de w-3 é capaz de alterar
positivamente o perfil lipidico humano, aumentando
as fragcdes da lipoproteina de alta densidade (HDL) bem
como reduzindo as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), sendo uma responsavel pelo transporte reverso
do colesterol ao figado e a outra principal geradora de

placas ateroscleréticas respectivamente.

Os acidos graxos EPA e DHA foram capazes de suprimir
respostas inflamatorias e cessar estimulos causadores
dadorinduzidaemratos.Essesresultadossaoatribuidos
a reducdo da producdo de proteinas inflamatérias
como as prostaglandinas E2 (PGE2), tromboxano A2
(TXA2), prostaciclinas (PGI2) e leucotrieno B4. Sendo
assim, a familia w-3 possui um mecanismo de acdo
similar a anti-inflamatérios nao esteroides (AINES)
como Tenoxicam, sugerindo que o uso prolongado
seja benéfico em doencas inflamatdrias cronicas
principalmente em pacientes com complicagdes renais
(SIMOPOULOS, 2002; KIECOLT-GLASER et al., 2011;
MESQUITA et al., 2011).
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Expostos os diversos beneficios comprovados da
ingestao de w-3, associados ao aumento do consumo
deste suplemento, as indUstrias farmacéuticas e érgaos
fiscalizadores devem assegurar a qualidade destes
produtos integralmente, seguindo os parametros
descritos na RDC n° 17, de 16 de abril de 2010, pois
qualquer desvio dos padroes desde a fabricacdo até
acondicionamento e comercializacao podem acarretar
riscos a saude do consumidor (BRASIL, 2010a).

Contudo, justifica-se a realizacdo deste trabalho pelo
crescimento do comércio de w-3, baixo indice de
estudos especificos sobre o tema proposto ainda que
tenha estes uma legislacao especifica e a necessidade
de uma maior vigilancia das autoridades a respeito da
qualidade destes suplementos (BRASIL, 2010a; BRASIL,
2018a).

Assim tracando um paralelo entre impacto positivo
do consumo didrio de cépsulas de w-3 e a importancia
de um processo produtivo em acordo com as normas
sanitdrias, este trabalho visa possui como objetivo
avaliar os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos
de capsulas de bmega-3 comercializados no municipio
de Nova Serrana/MG.

METODOLOGIA

Realizou-se uma pesquisa experimental, em amostras
de capsulas moles de w-3 comercializadas, na cidade
de Nova Serrana-MG, regiao Centro Oeste de Minas
Gerais. A escolha da cidade baseou-se em dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
tomando como base o crescimento estimado da
populacdo das cidades do centro-oeste de Minas
Gerais, em que, Nova Serrana foi o municipio na regiao
que obteve o maior indice de crescimento estimado
(35.4%) no periodo de 2010 a 2018, passando de 73.699
para 99.770 habitantes (BRASIL, 2018b).

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau
analitico adequado a técnica empregada, e as vidrarias

e equipamentos devidamente calibrados. Os meios de
cultura foram preparados, esterilizados e armazenados
conforme as orientagdes do fabricante e as boas
préticas de laboratério (BPL).

Amostras

Para definicdo das marcas a serem pesquisadas foi
realizada uma coleta de dados referente ao histérico
de vendas nos ultimos seis meses nas farmacias e
drogarias da regiao central da cidade de Nova Serrana-
MG, sendo essa escolhida por possuir maior numero
de estabelecimentos farmacéuticos (drogarias e
farmacias) em relagao aos bairros periféricos da cidade,
bem como, maior fluxo de pessoas. Assim, um critério
de exclusao a localizagcao desses estabelecimentos
localizados nos bairros. A regido escolhida possui
um total de 11 estabelecimentos no qual 6 (54,55%)
aceitaram colaborar e partilhar as informacdes do
histérico de vendas no primeiro semestre do ano de

2018.

De posse dos dados, observou-se que 14 marcas sao
comercializadas por estes estabelecimentos e para a
definicdo analitica realizou-se um sorteio selecionando
4amostras classificando-as como A, B, Ce D, garantindo
assim a imparcialidade na escolha das marcas, bem
como a integridade dos estabelecimentos que as
comercializam e seus fabricantes. As amostras foram
adquiridas e mantidas em sua embalagem original
e sob condi¢cbes de armazenamento recomendadas

pelos fabricantes.
Determinacao de peso médio

A determinacao do peso médio foi realizada conforme
recomendacdo descrita pela Farmacopeia Brasileira
50 edicao (BRASIL, 2010b). Para tal foram pesadas
individualmente 20 capsulas de cada marca (A, B, C e
D) utilizando a balanca analitica Shimadzu®- ATY224 e
os valores obtidos anotados sequencialmente em uma
planilha no programa Microsoft Excel®2010. As capsulas
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foram entdo cortadas na posicao central, lavadas com
éter etilico P.A e postas para secar de acordo com sua
numeragao. Apos o processo de secagem os invélucros
vazios foram pesados individualmente e os valores
anotados. O peso individual do conteudo foi obtido
pela diferenca entre a cdpsula cheia pela capsula vazia
e posteriormente calculado a média e desvio padrao
(BRASIL, 2010b).

Como especificado pela Farmacopeia Brasileira 5°
edicao, para capsulas moles com peso médio superior
a 300 mg, tolera-se uma variacao individual de +
7,5% em relagao a média de peso das 20 unidades. Se
aceita ainda duas unidades fora do limite especificado
em relacdo ao peso médio do conteldo, desde que
nenhuma obtenha valores abaixo ou acima do dobro
da porcentagem limite de variacdo. Para desvio
padréo o limite é de 4% e coeficiente de variacdo é de
1 (BRASIL, 2010b).

Teste de desintegracao

O tempo de desintegracao das capsulas foi verificado
conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5°
edicao (BRASI, 2010b). Foram analisadas 6 capsulas de
cada amostra (A, B, C e D) no desintegrador Nova Etica®
301-1, utilizando como meio de desintegracdo agua

purificada em temperatura de 37°C.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 5° edicao,
ao fim de 30 minutos todas as capsulas devem estar
totalmente desintegradas, sem a presenca de nucleo
palpavel (BRASIL, 2010b).

Determinacao de cinzas sulfatadas

A metodologia utilizada para a determinacao do teor
de cinzas sulfatadas foi realizada conforme descrito
da Farmacopeia Brasileira 5° edicao (BRASIL, 2010b). O
teste é utilizado para determinar o teor de compostos
inorganicos presentes na amostra, sugerindo assim,

possiveis impurezas.

Para a realizacdo deste foram dessecados quatro
cadinhos de porcelanas em estufa a 110 °C por duas
horas sendo retirados em seguida e postos para
resfriar em dessecador com silica. Estes foram pesados
individualmente e seus valores anotados e chamados
de Peso do cadinho vazio (P1).

Para extracdao do 6leo das capsulas foram usadas
seringas estéreis de 5mL. Foram pesadas utilizando
a balanca analitica Shimadzu®- ATY224, cerca de 2g
de Oleo para cada amostra no respectivo cadinho
recebendo a denominacao de Peso inicial (P3). Em
capela de seguranca quimica marca Quimis® foi
adicionado em cadaamostra TmL de acido sulfdricoP.A;
sendo posteriormente calcinados em mufla Quimis®
Q318M a 600 °C por cinco horas até obtencao de peso
constante da amostra, assim obtendo posteriormente
o peso de cadinho com cinzas (P2).

A determinacdo do percentual de cinzas sulfatadas
seguiu-se como descrito pela equacao:

. P2-P1
Cinzas sulfatadas (%) = %

P1 - Peso do cadinho vazio; P2 - Peso liquido das cinzas e
P3 - Peso de 6leo 6mega 3.

+ 100

De acordo com Tonelotto et al, (2010) o teor de
cinzas em peixes e alimentos marinhos devem estar
entre 1,3% a 3,9%, garantindo uma quantidade de
minerais adequada no mesmo. No caso das marcas de
w-3 avaliadas, os compostos sdo extratos oleosos de
peixes sem a presenca significativa de outros aditivos,
assim valores acima de 1,3% indicam a presenca de
contaminantes inorganicos na amostra como chumbo,

mercurio e sddio.
indice de acidez

A metodologia utilizada para a determinacao do
indice de acidez (I, foi realizada como descrito pela
Farmacopeia Brasileira 5° edicdao tendo o intuito de
observar se os 6leos presentes nas amostras estdo
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em processo de hidrélise degradativa, o qual pode
ser catalisado por atividades bacterianas, presenca
de impurezas e/ou armazenamento inadequado com
exposicao a luz ou calor (BRASIL, 2010b).

Para a realizacdo do teste foram pesadas em balanca
analitica Shimadzu®- ATY224 10g do 6leo extraido com
seringas estéreis 5 ml, sendo vertidos em Erlenmeyer
com capacidade para 250 mL. Foram adicionados
50 mL de uma mistura de etanol 96% e éter etilico
PA (11 - v/v) mantendo-se em aquecimento e
agitacao para dissolucao da amostra, sendo titulado
subsequentemente com hidréxido de potassio (KOH)
0,1 mol.L-1 (M) na presenca do revelador fenolftaleina
até a persisténcia superior a 15 segundos da cor rosa
claro caracteristica do ponto de viragem. Foi realizado
ensaio em branco para correcao do volume do titulante
consumido (BRASIL, 2010b).

O resultado foi calculado como descrito pela

Farmacopeia Brasileira 5° edicao através da equacao:

! 5,610 * n (volume titulante gasto)
A=

m (massa amostraem g)
1, - indice de acidez

A conversao do indice de acidez para porcentagem
deu-se como descrito por Bellaver; Zanotto (2004)
onde, ITmg de KOH/g equivale a 0,503% de acidos
graxos, tendo como referéncia para avaliacdo dos
resultados o limite de 2,5% definidos pelo mesmo para
indice de acidez em 6leos.

Determinacao do indice de perdxidos

O indice de peroxidos (IP) foi realizado em parceria
com uma industria de alimentos cujo nome sera
preservado, de acordo com o método descrito pela
American Oil Chemists’ Society (AOCS) (AOCS, 1990).

Foram pesadas cerca de 2g de amostra e transferidas

para Erlenmeyer. Adicionou-se 50 mL da solucao

de acido acético-isoctano (3:2) para dissolucao da
amostra. Posteriormente foi adicionado 0,5mL de
solucdo de iodeto saturado de potdssio e aguardado
um minuto. Verteu-se imediatamente 30 mL de 4gua
destilada e 0,5mL de goma de amido 1% (m/v), sendo
titulado com tiossulfato de sédio 0,1 N até completo
desaparecimento da cor azul. Também foi conduzida
uma determinacao em branco (AOCS, 1990).

Os resultados foram calculados de acordo com a

equacgao:

Nx(A—-B)x 1000
m (massa amostraem g)

Ip =

Ip - indice de perdxidos; A - volume gasto de tiossulfato
de sédio; B - volume de tiossulfato gasto na titulacdo do
branco; N - Normalidade da solucédo de tiossulfato de sédio.

O indice de peréxidos indica o grau de oxidacao no
qual se encontra os 6leos amostrados, levando-os a
sofrer alteracOes de suas caracteristicas organolépticas
como cor, sabor, aroma e consisténcia. Resultados
acima de 10meq/g ou mL como definidos pela RDC
n° 270, de 22 de setembro de 2005 indicam processos
oxi-degradativos multifatoriais principalmente por ma
conservagao, exposicao a luz, excesso de umidade e
presenca de metais catalisadores (BRASIL, 2005).

Perfil lipidico

Aanalise do perfil lipidico tem como objetivo identificar
e quantificar os componentes graxos presentes na
amostra, permitindo assim uma avaliacdo minuciosa
das informacgdes nutricionais rotuladas pelo fabricante
em relacdo aos resultados encontrados no teste.

A realizacdo do teste foi terceirizada ao Laboratério
de Aguas e Alimentos da Universidade Estadual de
Maringa, sendo as amostras indexadas pelos correios.
Por se tratar de um teste de alto custo apenas duas
das quatro amostras puderam ser analisadas devido
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a limitacdo financeira. O critério para inclusao das
marcas (B e D) foi definido de acordo com o melhor e o
pior caso nos resultados para indice de acidez, no qual
se avalia a degradacdo multifatorial dos dleos poli-
insaturados.

Os valores de referéncia descritos nos rétulos para as
amostras escolhidas B e D encontram-se nas Tabelas 1
e 2 respectivamente.

Tabela 1 - Dados nutricionais rotulados para a amostra B

QUANTIDADE POR PORCAO (2 capsulas) % VD(*)

Valor energético 21 Kcal =88,2J 1
Gorduras totais, das quais: 2,1g 4
Gorduras saturadas 0,49 **
Gorduras

0,6 *%
monoinsaturadas 9
Gordura.s poli-insaturadas, 069 o
das quais:
EPA 400mg **
DHA 200mg **
Colesterol 10mg **

VD: Valores didrios com base em uma dieta de 2000 Kcal
ou 8400 KJ, EPA: Acido eicosapentaenoico; DHA: Acido
docosaexaenoico.

Fonte: Rotulo do fabricante.

Tabela 2 - Dados nutricionais rotulados para a amostra D

QUANTIDADE POR PORGAO (3 capsulas) % VD(*)

Valor energético 27 Kcal =113J 1

Gorduras totais, das quais: 3,09 5
Gorduras saturadas 0,59 2
Gorduras trans Og **
Gorduras monoinsaturadas 0,59 **
Gorduras poli-insaturadas, 1,39 *%
das quais:

EPA 0,59 **
DHA 0,49 **
Vitamina E 10mg **

VD: Valores diarios com base em uma dieta de 2000 Kcal
ou 8400 KJ, EPA: Acido eicosapentaenoico; DHA: Acido
docosaexaenoico.

Fonte: Rétulo do fabricante.

Contagem total de microrganismos aerdbios
mesofilos

Para a realizacao do teste de contagem total de
microrganismos aerébios meséfilos, seguiu-se a
metodologia descrita pela Farmacopeia Brasileira 5°
edicao (BRASIL, 2010b) e Pinto et al., (2000). Produtos
nao estéreis podem possuir uma carga microbiolégica
dentro dos limites aceitdveis, desde que estes nao
sejam patogénicos (PINTO et al., 2000; BRASIL, 2010b).

Utilizou-se técnicas assépticas durante todo o processo
em capela de seguranca biolégica Quimis® Q216-11EX.
As embalagens foram previamente sanitizadas com
alcool 70% (p/p). Os 6leos das amostras (A, B, C e D)
foram extraidos diretamente das respectivas capsulas
com auxilio de seringas estéreis 10 mL (BRASIL, 2010 b).

Para inoculacdo das amostras, inicialmente realizou-
se o preparo de diluicbes seriadas (10-, 10-* e 10-3),
sendo pesadas 10 g de cada amostra para 90 mL de
agua peptonada + 2% de Tween, obtendo a diluicao
10-. Posteriormente foi transferido 10 mL dessa para
90 mL de 4gua peptonada obtendo a diluicdo 10-* e
finalmente 10 mL desta transferida para 90mL de dgua
peptonada obtendo a diluicdo 10-* (PINTO et al., 2000;
BRASIL, 2010b).

A partir das diluicdes preparadas, foram inoculados
em duplicata TmL de cada diluicdo pelo método
de semeadura por profundidade e posteriormente
adicionadas as estas placas Agar para contagem
(PCA) e Agar Sabouraud Dextrose (SBA), sendo
homogeneizadas e solidificadas (FIGURA 2). As placas
de PCA foram incubadas em estufas a 32,5°c + 2,5°C
durante 3-5 dias para propiciar crescimento bacteriano,
ja as contendo SBA foram incubadas a 22,5°c + 2,5°%
por 5-7 dias para propiciar crescimento fingico. Foram
preparadas placas com PCA e SBA sem inoculacédo de
amostra como controle negativo (BRASIL, 2010 b).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 5°%dicao
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o limite de bactérias aerdbicas mesofilas para
preparacao de produtos de uso oral a base de matéria
prima vegetal é de 103 UFC/g ou mL com auséncia de
Escherichia coli, Salmonella sp. e Staphylococcus aureus
e é de 102 UFC/g ou mL para fungos (BRASIL, 2010 b).

10 gramas amostra +

90 mL de digua peptonada Pep'ﬂﬂﬂﬂa Pel)mﬂadﬁ

- ~ PCA )
TSBA 5 (_PCA B -

Figura 2: Metodologia para dilui¢des e inoculacao das
amostras.

SBA- Agar Sabouraud, PCA — Agar para contagem.
Fonte: Mendes et al., (2018) (adaptada).

Pesquisa de microrganismos patogénicos

Para as amostras (A, B, C e D) foram realizadas pesquisa

dos microrganismos patogénicos Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella sp e coliformes totais.
Foram inoculados 0,1 mL das amostras diretamente
em meios seletivos com auxilio da alca de Drigalski,
sendo Agar Salmonella-Shigela (SS) para pesquisa de
Salmonella sp, Agar MacConkey (MC), para pesquisa
de Escherichia coli, Agar Sal Manitol (MS) para pesquisa
de Staphylococcus aureus. Incubaram-se as placas de
meios seletivos a 32,5 +2,5°C por 48 horas (BRASIL,

2010b).

Para a pesquisa de coliformes 1 mL das amostras foram
inoculadas em 9 mL de Caldo Verde Bile Brilhante
(VBBL) +
sendo observado o crescimento por turvacdo e/ou
producao de bolhas (BRASIL, 2010b).

2% de Tween com tubos de Durhan invertidos,

RESULTADOS E DISCUSSAO
Peso médio

Os resultados obtidos para o teste de peso médio
estao descritos na Tabela-3, bem como desvio padrao

e coeficiente de variacao.

Tabela 3 - Valores obtidos no teste de determinacao de
peso médio

Amostras | _A_| B | Cc | D |

Peso

,99 0,982 0,979 0,982

Médiolg) 7% 8 8
DP 0,001446 0,007662 0,005165 0,009165
cv 0,144 0,779 0,527 0,933

DP: Desvio Padrao; CV: Coeficiente Variacao (%).

Os resultados individuais para massas de contetdos
obtidas para cada capsula das amostras (A, B, C e D)
em relacao a média e as variacbes permitidas estao
dispostos nas cartas de controle (Graficos 1 a 4).

A andlise dos dados obtidos na Tabela-3 e nos
Graficos de 1 a 4 permitem inferir que todas as
formulagdes testadas foram aprovadas segundo os
critérios estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira
50 edicao (BRASIL, 2010b). A amostra D apresentou
o maior coeficiente de variacdo (0,933%) e a amostra
A o menor (0,144%) em relacdo ao valor médio,
entretanto, nenhuma das amostras apresentou valor
individual acima ou abaixo dos critérios de aceitacao
farmacopéicos.

Os resultados demonstram uma eficacia no controle
dos processos produtivos das industrias fabricantes
das marcas avaliadas de acordo com as Boas Praticas
Farmacéuticas referidas na RDC n° 17, de 16 de abril
de 2010 (BRASIL, 2010a) . Os resultados para todas as
amostras (A, B, C e D), corroboram com os obtidos por
Silva; Silva (2014) ao avaliar a qualidade de capsulas
manipuladas em farmacias magistrais de Mogi Guagu-
SP quanto a determinacao de peso médio, onde os
dois testes obtiveram 100% das amostras aprovadas.
Ja em relagao ao desvio padrao os resultados abaixo
de 4% (DP) para as quatro marcas de w-3 levando a
100% de aprovacao, foram superiores aos 80% obtidos

em seu estudo.

A aprovacao no teste também evidencia a garantia
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Grafico 1 - Carta controle dos pesos individuais das capsulas obtidos em comparacao com a média de peso
da amostra A.
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Grafico 2 - Carta controle dos pesos individuais das capsulas obtidos em comparagdo com a média de peso
da amostra B.

Amostra B

1.1
1.08
1.06
—~ 1,04
12
Q 1

£ 0.98 W
&~ 0,96
0.94
0.92
9

N

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

—m—Cépsulas m Meédia = LSE LIE

LSE: Limite Superior Estabelecido; LIE: Limite Inferior Estabelecido.

+35



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

Volume 2, Numero 1, 2020

<
v

Grafico 3 - Carta controle dos pesos individuais das capsulas obtidos em comparacdo com a média de peso
da amostra C.
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Grafico 4 - Carta controle dos pesos individuais das capsulas obtidos em comparacao com a média de peso
da amostra D.
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parcial de seguranca terapéutica em relacdo ao
conteudo das capsulas ressaltada por Simch (2013) em
seus estudos, desde que o perfil lipidico atenda aos
requisitos entre valor rotulado e real. De acordo com
a mesma, valores inferiores aos padrdes estabelecidos
para conteido podem indicar baixa efetividade
terapéutica, assim como valores acima da dose

especificada podem aumentar os riscos de toxicidade.

Barros (2013) em seu estudo sobre controle de capsulas
de fluoxetina comercializado no municipio de Joao
Pessoa-PB, obteve valores similares ao das marcas de
w-3 avaliadas, onde a autora ressalta a importancia da
avaliacdo do desvio padrao e coeficiente de variacao
para complementacdo dos dados obtidos no teste de
peso médio, relacionando o desvio padrao a variacao
dos valores obtidos em relacao a média geral. Assim
quanto maior resultado do desvio padrao, menor a
uniformidade do envase, bem como para coeficiente
de variacdo os valores dados percentualmente
refletem o desvio do contetido em relacdo a média
de peso geral, apontando a variabilidade do processo
produtivo, elucidando a importancia da aprovacao de

todas as marcas no teste.
Teste de desintegracao

Os tempos de desintegracao obtidos para amostras (A,

B, C e D) sdo apresentados na Tabela-4.

Tabela 4 - Valores para tempo de desintegracao

7:49 8:27 9:37 14:59

TD: tempo de desintegracdo (minutos)

Pelos dados observou-se que todas as amostras
(100%)

pele Farmacopeia brasileira 5°

cumprem a especificacdo determinadas
(BRASIL,
2010b) para o tempo de desintegracdo (inferior a 30

edicao

minutos). O resultado demonstra que o pior tempo

de desintegragdo ocorreu para a amostra D, sendo em

média o dobro do tempo da amostra A que obteve o

menor tempo de desintegracao.

As desintegracdes de 100% das amostras abaixo dos
30 minutos corroboram com as observacdes dos
pesquisadores Mota; Soares (2012); Cruz (2017) que
descrevem que a desintegracdo estd estritamente
interligada com a biodisponibilidade do farmaco.

Oliveira; Campos (2017) complementam o processo
de desintegracdo como mediador da absorcdo,
biodisponibilidade e efeitos terapéuticos do farmaco.
Assim a aprovacao de todas as marcas de w-3 avaliadas
como ocorrido em ambos os estudos evidenciam a
qualidade das capsulas e a disponibilidade da matéria

graxa para posterior dissolu¢ao e absorcao.
Determinacao de cinzas sulfatadas

Os dados obtidos para o teor de cinzas sulfatadas estao
descritos na Tabela-5.

Tabela 5 - Resultado do teste de determinacao de cinzas
sulfatadas.

TC 0,0147 0,0349 0,0321 0,0148

TC: Teor de cinzas sulfatadas (% massa)

Os resultados demonstram um baixo percentual
de cinzas sulfatadas para as amostras (A, B, C e D)
possuindo massa inferior a 0,04%, em concordancia
com o limite de 1,3% definido através da adaptacao
dos teores descritos por Tonelotto et al. (2010) para
peixes e alimentos de origem marinha.

O teste de cinzas sulfatadas é um determinador de
matéria inorganica presente na amostra. Assim, como
100% das amostras apresentaram baixo teor de cinzas
sulfatadas ha uma seguranca quanto a contaminacao
por metais potencialmente téxicos como chumbo
e mercurio (TONELOTTO et al.,, 2010). Esses dados
corroboram ainda com Frizon et al., (2009), que obteve
em média 0,011% de cinzas sulfatadas nos o6leos
testados em seu estudo.
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Segundo Morgano et al (2011) existe a possibilidade da
producao de biodiesel através de éleo de peixes, desde
que o valor maximo de cinzas destes se limitassem a
0,02%. Segundo tal estudo, apenas as amostras A e D

estariam aptas para a producao do biodiesel.
indice de acidez

A Tabela-6 apresenta os resultados obtidos para o teste

de indice de acidez (IA) para as amostras (A, B, Ce D).

Tabela 6 - Resultado do teste de indice de acidez

Amostras | A | B | Cc | D

1A 0,4488 0,1122 0,2244 1,2342
% 0,22 0,056 0,113 0,62

IA: Indice de acidez (mg KOH/qg).

O teste de indice de acidez obteve resultados
satisfatérios baseado na recomendacdo de Bellaver;
Zanotto (2004), onde 100% das amostras apresentaram
indice de acidez abaixo de 2,5%. Os resultados
inferem que as amostras A, B e C, apresentam menor
degradacao das cadeias de seus acidos graxos poli-
insaturados. A amostra B apresentou menor resultado
e, portanto, a menor taxa degradacao. J& a amostra D
apresentou um indice de acidez elevado em relacéo as
demais amostras, em torno de 10 vezes o valor obtido
em B, podendo indicar um estado de degradacdo

superior em comparag¢ao as demais amostras.

Em contrapartida Bery et al., (2012) relatam que os
valores deindice de acideznao poderiam ser superiores
a Img de KOH/g em seu estudo sobre uso de 6leos de
visceras de peixe para producdao de biocombustivel.
Assim, asamostras A, B e Cestariam dentro dos padroes
estabelecidos pelo mesmo, ja o resultado obtido na
amostra D corrobora com os encontrados pelo autor
em seus testes, estando fora do limite estabelecido.

Determinacao do indice de peréxidos

Os resultados obtidos para a determinagao do indice

de peroxidos estao apresentados na Tabela-7.

Tabela 7 - Resultado do teste de indice de perdxidos

[Amostras | A | B [ C [ D
IP 10,1 4,63 6,13 14,61

IP: indice de peroxido em miliequivalentes de oxigénio

(meg/Kg)
Os resultados demostram que a amostra D apresenta
maior indice de perdxidos portanto, uma degradacao
oxidativa maior que as demais amostras. Em
contrapartida, a amostra B com menor resultado
evidencia menor degradacdo oxidativa. Esses
resultados corroboram com o indice de acidez onde a

amostra D foi o pior caso e a B o melhor caso.

Em relacdo ao preconizado pela RDC ne 270, de 22
de setembro de 2005 (BRASIL, 2005), onde os valores
de indice de peréxidos nao podem ser superiores
a 10 meqg/kg. Assim as amostras A e D se encontram
fora das especificacdes, ja as amostras B e C, estdo de
acordo com o limite especificado.

Em comparacdo com estudo realizado por Vidotti;
Goncgalves (2006) sobre o6leo de tildpias em que
obtiveram indice de peréxido de 6,8 meq/Kg, as
amostras B, e C se assemelham ao mesmo. A amostra
A obteve valor 48,67% superior ao obtido pelo mesmo
e a amostra D apresentou resultado acima de 100%
do encontrado em seu trabalho. Como descrito por
Pacheco (2009), a oxidacao gera instabilidade nas
duplas ligacdes dos acidos graxos poli-insaturados
levando a processos degradativos.

Perfil lipidico

O teste de perfil lipidico foi realizado pelo Laboratério
de Aguas e Alimentos da Universidade Estadual de
Maringd-PR. A andlise foi terceirizada apenas para
as marcas B e D, de acordo com o melhor e pior caso
baseado noresultado obtido respectivamente, no teste
indice de acidez. Os valores de perfil lipidicos descritos
em relagao a cada grama de amostra permitem uma
anadlise precisa das informacdes fornecidas pelos

fabricantes nos rotulos das embalagens.
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Os valores encontrados para o perfil lipidico (mg/g e
%) estao dispostos nas Tabelas-8 e 9 para amostra B e
nas Tabelas-10 e 11 para amostra D.

O perfil lipidico das amostras revelou a presenca de

quatro acidos graxos poli-insaturados da série w-3,
sendo eles o 4cido di-homo- (a) linolénico, ALA, EPA e
DHA. O EPA e DHA da amostra B juntos somam 152,75
mg/g o que indica um desvio de 34,44% em relagao
as informacgdes nutricionais rotuladas que apontam

presenca de 285mg a cada grama consumida do

Tabela 8 - Valores para o perfil lipidico da amostra B (mg/g)

produto. J4 para a amostra D, os mesmos obtiveram
somados 135,75mg/g, correspondendo um desvio
de 41,74% em compara¢dao ao valor declarado de
233mg/qg.

O pefrfil lipidico da amostra D corrobora com os
resultados do indice de acidez e indice de peréxidos
que demonstraram uma maior degradacdo dessa
amostra. Porém ndo satisfaz os resultados para a
amostraB, estandoamesmadentrodas especificagdes

definidas para ambos os testes.

Acido Graxo mg/g
14:0 Miristico 11,59
15:0 Acido Pentadecandico 8,47

16:0 Palmitico 156,18
16:1n-7 Palmitoléico 3,89
16:1n-9 Acido 7 - Hexadecandico 54,22
17:0 Acido Anteisomargarico 15,12
17:1n-9 Acido 8 - Heptadecendico 9,22
18:0 Estedrico 37,85
18:1n-7 Vacénico 35,80

18:1n-9 Oléico 109,14
18:2n-6 Linoleico 15,21
18:3n-3 Alfa - Linolénico 3,22
18:3n-6 Gama - Linolénico 4,50
20:0 Araquidico 12,71
20:1n-9 Gonddico 41,07
20:5n-3(EPA) Timnodonico 12,76

20:4n-6(AA) Araquidonico 232,64
20:3n-3 Acido di - homo - (a) linolénico 20,13
22:5n-6 (DPA) - 5,25

22:6n-3(DHA) Cervonico 136,99
24:0 Lignocérico 4,47
24:1n-9 Nervonico 25,65

TOTAL (EPA + ALA + DHA) 152,97

EPA: Acido eicosapentaenoico; ALA: Acido alpha-linoleico; DHA: Acido docosaexaenoico
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Tabela 9 - Valores para o perfil lipidico da amostra B (%)

Acido Graxo %
14:0 Miristico 1,159
15:0 Acido Pentadecanodico 0,847
16:0 Palmitico 15,618
16:1n-7 Palmitoléico 0,389
16:1n-9 Acido 7 - Hexadecandico 5,422
17:0 Acido Anteisomargarico 1,512
17:1n-9 Acido 8 - Heptadecenoico 0,922
18:0 Estearico 3,785
18:1n-7 Vacénico 3,580
18:1n-9 Oléico 10914
18:2n-6 Linoleico 1,521
18:3n-3 Alfa - Linolénico 0,322
18:3n-6 Gama - Linolénico 0,450
20:0 Araquidico 1,271
20:1n-9 Gonddico 4,107
20:5n-3(EPA) Timnodonico 1,276
20:4n-6(AA) Araquiddnico 23,264
20:3n-3 Acido di - homo - () linolénico 2,013
22:5n-6 (DPA) - 0,525
22:6n-3(DHA) Cervonico 13,699
24:0 Lignocérico 0,447
24:1n-9 Nervonico 2,565
TOTAL (EPA + ALA + DHA) 15,347

EPA: Acido eicosapentaenoico; ALA: Acido alpha-linoleico; DHA: Acido docosaexaenoico
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Tabela 10 - Valores para o perfil lipidico da amostra D (mg/g)

Acido Graxo mg/g
14:0 Miristico 1,72
15:0 Acido Pentadecandico 1,65
16:0 Palmitico 101,69
16:1n-7 Palmitoléico 2,13
16:1n-9 Acido 7 - Hexadecandico 35,57
17:0 Acido Anteisomargarico 7,25
17:1n-9 Acido 8 - Heptadecenoéico 4,55
18:0 Estearico 50,38
18:1n-7 Vacénico 42,93
18:1n-9 Oléico 156,54
18:2n-6 Linoleico 23,53
18:3n-3 Alfa - Linolénico 3,36
18:3n-6 Gama - Linolénico 547
20:0 Araquidico 14,98
20:1n-9 Gondoico 38,20
20:5n-3(EPA) Timnodonico 20,75
20:4n-6(AA) Araquidonico 206,68
20:3n-3 Acido di - homo - (a) linolénico 17,23
22:5n-6 (DPA) - 4,88
22:6n-3(DHA) Cervonico 115,28
24:0 Lignocérico 4,53
24:1n-9 Nervonico 15,47
TOTAL (EPA + ALA + DHA) 139,39

EPA: Acido eicosapentaenoico; ALA: Acido alpha-linoleico; DHA: Acido docosaexaenoico
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Tabela 11 - Valores para o perfil lipidico da amostra D (%)

Acido Graxo mg/g
14:0 Miristico 10,172
15:0 Acido Pentadecandico 0,165
16:0 Palmitico 10,169
16:1n-7 Palmitoléico 0,213
16:1n-9 Acido 7 - Hexadecanoico 3,557
17:0 Acido Anteisomargarico 0,725
17:1n-9 Acido 8 - Heptadecenoéico 0,455
18:0 Estedrico 5,038
18:1n-7 Vacénico 4,293
18:1n-9 Oléico 15,654
18:2n-6 Linoleico 2,353
18:3n-3 Alfa - Linolénico 0,336
18:3n-6 Gama - Linolénico 0,547
20:0 Araquidico 1,498
20:1n-9 Gonddico 3,820
20:5n-3(EPA) Timnodonico 2,075
20:4n-6(AA) Araquiddnico 20,668
20:3n-3 Acido di - homo - (a) linolénico 1,723
22:5n-6 (DPA) - 0,488
22:6n-3(DHA) Cervonico 11,528
24:0 Lignocérico 0,453
24:1n-9 Nervonico 1,547
TOTAL (EPA + ALA + DHA) 13,939

EPA: Acido eicosapentaenoico; ALA: Acido alpha-linoleico; DHA: Acido-docosaexaenoico.
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Em comparacdo com a ingestdo sugerida pelo
fabricante de duas capsulas diarias para a amostra B,
de um total de 400 mg de EPA e 200 mg de DHA, o
valor o real ingerido seria de 276 mg de EPA e 287 mg
de DHA. O mesmo ocorre para a amostra D, onde se
sugere o consumo de trés capsulas diariamente para
ingestao total de 500 mg de EPA e 400 mg de DHA,
sendo ingerido de acordo com os resultados 62,25
mg de EPA e 345 mg de DHA.

De acordo com as especificacbes impostas pela RDC
n° 243, de 26 de julho de 2018 (BRASIL, 2018) que
define como obrigatério a rotulagem da composicdo
dos produtos, as marcas avaliadas se encontram

irregulares.

Os resultados obtidos corroboram com Lima (2016),
que em seu estudo sobre suplementos alimentares
para emagrecimento demonstrou que as marcas
avaliadas apresentaram quantidades de compostos
como vitamina E, vitamina C e metabdlitos

secundarios inferiores aos rotulados.

Segundo Santos et al., (2013) a ingestdao de w-3,
apesar de ainda nao ser completamente elucidada,
pode trazer beneficios a saude de portadores
de dislipidemias e complicacbes cardiacas,
principalmente aqueles ricos em EPA e DHA. Em
relagdo a ingestdo didria sugerida pelo fabricante,
a quantidade de EPA obtida na amostra B, e DHA e
EPA para amostra D serdo inferiores as quantidades
necessarias para suposta obtencdo dos efeitos

desejados.

Analisando amplamente o resultado, observa-se que
as amostras obtiveram um valor total mais elevado
de compostos da série dmega-6 (w -6) e dmega-9
(w -9) em relacao ao préprio w-3. Martin et al., (2006)
em seu estudo relata que a ingestao elevada de w-6
em relacdo ao w-3 ocorre frequentemente na dieta
ocidental e assim, diminui a conversao enddgena do

ALA presente no suplemento em acidos graxos poli-
insaturados de cadeia longa como o EPA. Portanto, a
presenca superior da série w -6 caracteriza-se como
um desvio de qualidade, levando a diminuicao dos
efeitos esperados no consumo do produto.

Outra inconformidade a se destacar é o excesso
de acido graxo monoinsaturado apresentado no
perfil lipidico, principalmente em se tratando de um
suplemento intrinsecamente relacionado a busca
auxiliar do controle de dislipidemias e outras doencas
cardiovasculares, bem comoaassociacao do consumo
de gorduras saturadas a elevacao do HDL plasmatico
erisco cardiaco descrito nas Diretrizes sobre Consumo
de Gorduras e Saude Cardiovascular. Os rétulos das
marcas B e D descrevem a concentracao presente de
190 mg/g e 166,6 mg/g respectivamente, enquanto
a andlise de perfil lipidico expde resultado de 246,39
mg/g para a marca B e, 192,2 mg/g para amostra D.

Assim, as marcas apresentam irregularidades quanto
a composicao declarada frente ao valor nutricional
real, evidenciando falhas durante a padronizacao do
6leo e as exigéncias sanitarias recomendadas pelas
RDC n° 243, de 26 de julho de 2018 e RDC n° 17, de 16
de abril de 2010 (BRASIL, 2010a; BRASIL,2018) .

Contagem total de microrganismos mesoéfilos

Osresultados obtidos para contagem total de colonias
de bactérias em agar PCA sao apresentados na Tabela
12 e se encontram dentro dos limites definidos pela
Farmacopeia brasileira 5° edicdo (BRASIL, 2010b) para
preparacdes de uso oral de matéria prima animal,
obtendo valores abaixo de 103 UFC/g ou mL. Para
contagem de colonias fungicas em dgar Sabouraud os
dados sao apresentados na Tabela 13 e o crescimento
se manteve abaixo do limite 102 descritos pelo
compéndio referencial em questao.

Molina et al., (2018) em seu estudo alerta para os
agravos a saude ocasionados pela ingestao de
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Tabela 12 - Contagem de col6nias agar PCA

Amostras Diluicdo 10-1 Diluicao 10-2 Diluicao 10-3
A <10? <10? <10?
B <10? <10? <10?
C <10? <10? <10?
D <10? <10? <10°
CN 0
CN: Controle negativo; PCA: Agar para contagem.
Tabela 13 - Contagem de coldnias 4gar Sabouraud
Amostras Diluicdo 10-1 Diluicao 10-2 Diluicao 10-3
A <10' <10' <10'
B <10’ <10’ <10’
C <10’ <10’ <10’
D <10' <10' <10'
CN 0

CN: Controle negativo

alimentos com contaminacao microbiana, que vao
de uma leve intoxicacdo alimentar com vomitos a
casos mais graves podendo inclusive levar a ébito.
Assim destaca-se relevancia da contagem dentro dos
parametros definidos pela Farmacopeia Brasileira 5°
edicao.

Antunes et al., (2014) reforca em seu estudo que a
contagem de microrganismos aerébios mesofilos
dentro dos parametros referencias evidenciam a
producdo dentro das qualificacées descritas pelas
Boas Prdticas de Fabricacdo de Medicamentos na
RDC ne 17, de 16 de abril de 2010 para prevencao de

contaminagao microbioldgica.

O controle negativo realizado ndo obteve crescimento
de colbnias indicando a esterilidade do meio
utilizado. Apesar da aprovacao de todas as amostras
para contagem total de bactérias, as marcas seguiram

para a pesquisa de microrganismos patogénicos.

Pesquisa de microrganismos patogénicos

Os testes para avaliagio da presenca de

microrganismos  patogénicos foram realizados
em agar Salmonella-Shigela para identificacdo de
colénias de Salmonella sp., dgar MacConkey para
E. coli e 4gar Manitol Salgado para Staphylococcus

aureus e sao apresentados na Tabela 14.

Assim 100% das amostras avaliadas foram aprovadas
de acordo com a especificacdo descrita pela
Farmacopeia brasileira 5° edicdo, que define a
auséncia desses como critério de qualificacao das
marcas testadas (BRASIL, 2010b).

De acordo com Teixeira; Garcia (2016) o pescado é um
produto facilmente perecivel, sujeito apds rigor mortis
a degradacdo rapida por microrganismo, devido a
grande variedade de nutrientes presentes no mesmo.

Entre os contaminantes mais comuns durante o
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Tabela 14 - Pesquisa de microrganismos patogénicos

Agar Salmonella-

Amostras . Agar MacConkey (MC)  Agar Manitol Salgado
Sighela (SS)
A A A A
B A A A
C A A A
D A A A
CN A A A

CN: Controle negativo; A: Auséncia de coldnias.

processamento de peixes estdo os patdgenos,
Salmonella sp. e Staphylococcus aureus. Assim, por
ser neste estudo a matéria prima primordial para
a producdo dos produtos avaliados, torna ainda
mais relevante a auséncia desses microrganismos

patogénicos.

Segundo Verdi et al, (2013) para avaliacdo da
qualidade microbiolégica de capsulas obtidas de
produtos com possivel microbiota intrinseca, a
auséncia de microrganismos patogénicos evidencia
um controle microbiolégico durante o processo
produtivo e assim manter Boas Praticas de Fabricacao
(BPFs) como previsto pela RDC n° 17, de 16 de abril
de 2010.

A contaminacdo de produtos oleosos por bactérias
pode elevar a degradacdao dos compostos graxos
poli-insaturados evidenciados pelo teste de indice
de acidez. Diante disso os resultados dos testes
indicam a nao

microbiolégicos relacdo entre

contaminacao por microrganismos e elevada

degradacao graxa da amostra D.

Pela auséncia do crescimento de col6nias nos testes
especificos, ndo foram necessdrias as realiza¢des de

provas bioquimicas.

Limitacoes do trabalho

O estudo realizado apresentou limitacdes quanto a
indisponibilidade de equipamentos necessarios para
a realizagao de testes especificos para aidentificacdo
de metais potencialmente téxicos para a correlacao
com o teste de teor de cinzas. Também ficou
limitada, devido ao seu alto custo, a possibilidade
financeira de terceirizar o teste de perfil lipidico
para todas as marcas. O trabalho se limitou a avaliar
um lote de cada marca, assim considerando que os
resultados correspondem apenas a estes, sugere-se o
prosseguimento da pesquisa com maior nimero de

amostras e/ou marcas.
CONCLUSAO

Realizadas as analises dos resultados é possivel
concluir que para os testes de determinacdo de
peso médio, desintegracao, cinzas sulfatadas, indice
de acidez, contagem total de microrganismos
mesofilos e pesquisa de microrganismos patogénicos
100% das amostras encontram-se aprovadas. Na
determinacdo do indice peréxidos 50% das amostras
foram aprovadas, ja para determinacao do perfil
lipidico limitado as marcas B e D evidenciaram-se
inconformidades em 100% das amostras analisadas
em relacdo aos valores nutricionais declarados pelos

fabricantes.
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Assim os resultados apontam a necessidade de
adequacao e cumprimento do controle de qualidade
previsto pela RDC n° 243, de 26 de julho de 2018 e
boas praticas de fabricacdo preconizadas pela RDC
n° 17 de 2010 pelos fabricantes dos produtos e maior
fiscalizacao por parte dos 6rgaos responsaveis a fim
de garantir qualidade e seguranca para o consumidor

final.
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RESUMO

A producdo de principios ativos pelas plantas medicinais pode ser influenciada pelo ambiente de cultivo. O estudo de
tais condi¢ées é fundamental para se ter uma producao de material vegetal de melhor qualidade. Desta forma, este
estudo teve por objetivo avaliar o efeito do uso da adubacédo organica no crescimento, na producdo de biomassa e no
teor e composicao do 6leo essencial do capim citronela (Cymbopogon nardus) sob as condi¢des edafoclimaticas de Juiz
de Fora- MG. A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacao utilizando o aparelho de Clevenger adaptado
e a identificacdo dos compostos quimicos por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM). As
plantas apresentaram, no tratamento com adubacao organica, aos 174 dias de transplante, uma producao de biomassa
fresca de 1071,75g planta-1, estimando uma produtividade de 21,44 t ha-1. O teor de 6leo essencial das amostras foi de
1,06% no tratamento sem adubacéo e 0,82% no tratamento com adubacdo. A técnica de CG-EM permitiu que fossem
identificados 14 compostos quimicos no 6éleo essencial do capim citronela. Os compostos majoritarios foram o trans-g-
geraniol, o citronelal e o -citronelol. Os resultados obtidos permitem estimar uma produtividade de 79,20 Kg ha-1 de
6leo volatil para o tratamento com adubacéo e 64,45 Kg ha-1 para o tratamento sem adubacao. No primeiro tratamento
obteve-se um menor teor de éleo e uma maior produgdo de biomassa, resultando em uma maior produgao de dleo
essencial por hectare.

Palavras-chave: Cymbopogon nardus. Oleo essencial. Plantas medicinais. Capim citronela. Adubacao organica.
ABSTRACT

The production of active principles by medicinal plants can be influenced by the cultivation environment. The study of
these conditions is essential to produce a better quality plant material. Thus, this paper aimed to evaluate the effect of
the use of organic fertilization on the growth, on biomass production and on the essential oil content and composition
of citronella grass (Cymbopogon nardus) under the edaphoclimatic conditions of Juiz de Fora-MG. The extraction of the
essential oil was carried out through hydrodistillation using an adapted Clevenger equipment and the identification of the
chemical compounds by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The plants presented in the treatment with
organic fertilizing, at 174 days of transplant, a production of fresh biomass of 1071.75 g plant-1, estimating a productivity
of 21.44 t ha-1. The content of essential oil was of 1.06% in the treatment without fertilizing and 0.82% in the treatment
with fertilizing. The technique of GC-MS allowed the identification of 14 chemical compounds in the citronella grass
essential oil. The majority compounds of the oil were trans-B-geraniol, citronellal and B-citronellol. The results allow to
estimate a productivity of volatile oil of 79.20 kg ha-1 for the treatment with fertilizing and 64.45 kg ha-1 for the treatment
without fertilizing. In the first treatment a lower oil content and a higher production of biomass were obtained resulting
in a higher production of essential oil for hectare.

Keyword: Cymbopogon nardus. Essential oil. Medicinal plants. Citronella grass. Organic fertilizing
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INTRODUCAO

Na darea de plantas medicinais os estudos estdo
associados, preferencialmente, ao conhecimento da
composicao quimica das espécies que produzem
fitofarmacos. Os processos genéticos e ambientais
influenciam a producdo dos compostos ativos nas
plantas medicinais e devem seravaliados paraa melhoria
da qualidade da matéria-prima. Dentro deste contexto
é fundamental que a producao das plantas medicinais
considere as condicoes edafoclimaticas regionais, uma
vez que a producao de principios ativos pelas mesmas
pode ser afetada pelo ambiente de cultivo (SANTOS,
INNECCO, 2004).

A adubacao organica em plantas medicinais, além de
ser parte essencial dos sistemas de cultivo organico,
fornece nutrientes, proporciona beneficios na estrutura
fisica do solo, aumenta a retencao de agua, diminui as
perdas por erosao e favorece o controle biolégico de
pragas e doencas (SOARES et al., 2014).

O capim citronela (Gymbopogon nardus) é uma planta
originada do Ceildo e da india pertencente a familia
Poaceae. Essa espécie possui uso na medicina popular
como calmante e digestivo. O 6leo essencial de C. nardus
tem sido tradicionalmente usado como repelente de
insetos (BILLERBECK et al., 2001; CASTRO et al., 2010).

Os oOleos essenciais sao metabdlitos secundarios
considerados produtos finais do metabolismo das
plantasetémimportanciaecoldgica paraos vegetais que
os sintetizam, como fornecer protecao contra o ataque
de organismos patogénicos (SILVA et al., 2008). Os 6leos
essenciais sao misturas complexas que podem conter
mais de cem compostos organicos, os quais pertencem
a diversas classes quimicas. A classe dos terpenos é a
mais comum encontrada como constituinte dos 6leos
essenciais € 0s monoterpenos e sesquiterpenos sao
as substancias predominantes (BARBOSA et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2018).

Na maioria dos casos a atividade biolégica de um
6leo essencial particular pode estar relacionada com
o constituinte majoritario, embora possa ocorrer
sinergismo entre alguns compostos (FILOMENO et
al., 2017). A utilizacao de 6leos essenciais ou extratos
botanicos no controle de organismos patogénicos
tém sido frequentemente relatados em artigos
publicados. A inibicaco do desenvolvimento de
fungos pode ser tanto por sua acédo direta, inibindo
o crescimento micelial e a germinagao de esporos,
quanto pela inducdo de resisténcia a diversos
patégenos (DONLAPORN, SUNTORNSUK, 2010; DEUS
etal., 2011; GARCIA et al., 2012; PASSOS et al., 2012).

O dleo essencial extraido de C. nardus apresenta
alto teor de geraniol e citronelal. O geraniol possui
atividade anti-séptica, inibindo o crescimento de
fungos e bactérias, enquanto o citronelal é utilizado
como material basico para a sintese de vitamina A e
de importantes compostos quimicos denominados
iononas. O o6leo essencial de C. nardus também
apresentaatividaderepelenteainsetos e é utilizado na
fabricacao de perfumes e cosméticos (MUMCUOGLU
et al., 2004; TRONGTOKIT et al., 2005; WONG et al.,
2005; AGNOLIN et al., 2014).

Considerando que a composi¢ao quimica pode ser
influenciada pelas condicdes de cultivo, este estudo
teve por objetivo avaliar o efeito do uso da adubacgao
organica no crescimento, producao de biomassa e no
teor e composicao do 6leo essencial de C. nardus nas
condicdes edafoclimaticas do municipio de Juiz de
Fora- MG.

METODOLOGIA
Crescimento e producao de biomassa

Os experimentos foram conduzidos na estacdo
experimental de campo da Universidade Federal de
Juiz de Fora, campus de Juiz de Fora- MG (21° 76" sul e
43°36' oeste, com altitude média de 940 m). A exsicata
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com amostra do material vegetal foi depositada no
herbario da Universidade Federal de Vicosa com o
numero VIC 30283.

A coleta das amostras simples (subamostras) para a
andlise quimica do solo foi realizada na profundidade
de 20 cm com o auxilio de uma pda. Asamostras simples
(oito amostras), coletadas ao acaso, foram misturadas
em um balde de plastico para formar a amostra
composta. Apés a formacdo da amostra composta
separou-se 500 g de solo que foi encaminhada ao
laboratério (Laboratério de Analise de Solo, Tecido
Vegetal e Fertilizante da Universidade Federal de
Vigosa).

A andlise quimica do solo da area experimental
apresentou os seguintes resultados: pH (H20) = 6,1;
H+ + Al+++= 4,0 cmolc dm-3; Ca++= 5,43 cmolc dm-
3; Mg++= 0,89 cmolc dm-3; P-rem = 24,6 mg L-1; K+=
74 mg dm-3; matéria organica= 4,16 dag Kg-1; CTC=
61,9 cmolc dm-3 e V (%) = 61,9%.

O delineamento experimental foi blocos casualizados
em esquema fatorial 5 x 2, com quatro repeticdes
e oito plantas, totalizando 10 tratamentos e 40
unidades experimentais. Os tratamentos foram
constituidos por cinco épocas de amostragem em
intervalos regulares de 21 dias (90, 111, 132, 153 e
174 dias apos o transplante), associados com e sem
adubacdo organica (humus) (3 L cova-1). O humus
foi adquirido no comércio de Juiz de Fora (loja de

produtos agropecudrios).

As mudas foram obtidas de plantas matrizes existentes
no Campus Universitario de Juiz de Fora por divisao
de touceiras, utilizando no plantio 1 perfilho cova-1.

As seguintes caracteristicas foram avaliadas: massa
fresca, massa seca, massa desidratada, vigor, altura,
circunferéncia do caule, nimero de folhas, nimero
de perfilhos, comprimento da maior folha e largura
da maior folha (SOARES et al., 2014). Na obtencdo da

massa seca, amostras da massa fresca foram mantidas
em estufa com circulagédo e renovacao de ar (SOLAB) a
70°C por 72 h, até atingir massa constante.

Analise do 6leo essencial

Na extracdao do dleo essencial foi utilizado a parte
aérea de plantas de C. nardus, em triplicata. O 6leo
essencial foi obtido por hidrodestilacaio por um
periodo de 1 h e 30 minutos, utilizando-se aparelho
Clevenger a partir de amostras da parte aérea da
planta desidratada (22 gramas). As amostras foram
colocadas em baldo de fundo redondo contendo 750
mL de dgua destilada que foi acoplado ao Clevenger
(VELOSO et al., 2012).

O 6leo essencial foi extraido da fase aquosa com funil
de separacao, utilizando-se diclorometano como
solvente. As fracoes organicas obtidas foram reunidas
e secadas com sulfato de sédio anidro, filtradas,
enquanto o solvente removido em banho-maria a
60°C.

A andlise qualitativa dos constituintes do 6leo foi
realizada em aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A,
equipado com coluna de silica fundida DB-5 (30 m x
0,25 mm, espessura do filme de 0,25 um) e acoplado
ao espectrémetro de massas. O gas Hélio foi utilizado
como gas de arraste com fluxo de 1,8 mL min-1;
temperatura do injetor 220°C, temperatura inicial
da coluna 40°C, isoterma por 2 min., seguido de
aquecimento de 3°C min-1 até 240°C, mais isoterma
por 15 min.; volume de injecao 1,0 pL (1% p/v em
CH2CI2); razao de Split 1: 10; pressao da coluna 100
kPa; temperatura da interface 240°C; ionizacdo por
impacto de elétrons (70 eV).

Apds a identificacdo dos constituintes dos o6leos
essenciais, a determinagao do teor de cada composto
foi realizada por cromatografia gasosa utilizando o
cromatoégrafo Shimadzu, modelo 17A, conectado ao
detector de ionizacao de chamas (CG-DIC) equipado
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com uma coluna capilar de silica fundida (SBP5-
Supelco, 30 m x 0,25 mm d.i, espessura do filme de
0,25 um). A temperatura da coluna foi programada
para variar de 40 °C (4 min.) a 200 °C a uma taxa de
3 °C min-1. O injetor e o detector foram mantidos a
200 °C e 240 °C, respectivamente. O gas de arraste foi
0 nitrogénio a uma taxa de fluxo de 1,8 mL mL-1. A
quantidade de 1,0 pL (solucdo do 6leo essencial 1%
m/v em CH2CL?2) foi injetada e a razao de split foi de
1:10.

As anadlises foram realizadas em triplicata e a
concentragdo de cada constituinte foi calculada pela
porcentagem da area do pico correspondente em
relacdo a darea total dos picos. A identificacdao dos
constituintes de cada mistura de 6leo foi realizada pela
comparacdo de seus tempos de retencdo, relativos
a série de alcanos (C8 — C18), e pela comparacao
dos espectros de massa com o banco de dados da
biblioteca Wiley 7 e com a literatura (ADAMS, 2007).

Analise estatistica

Os dados foram interpretados por meio de andlises
de variancia e de regressdao. No fator adubacao
organica as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. No fator época de
amostragem foram ajustadas equagbes de regressdo
com base no teste “t” dos coeficientes a 5 ou 1% de
probabilidade e no coeficiente de determinacao.
Nas varidveis biomassa fresca, seca e desidratada as
médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Crescimento e producao de biomassa

Nas condicdes em que foi realizado o estudo, de modo
geral, observou-se que as plantas que foram adubadas
com humus apresentaram melhor performance em

todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1).

Em ambos os tratamentos, com e sem adubacao
organica, observou-se que a altura aumentou
linearmente em funcdo do tempo. As plantas sem
adubacdo organica apresentaram maiores taxas de
crescimento em altura de plantas a cada intervalo de
tempo, atingindo aos 174 dias ap6s o plantio, 81,12
cm planta-1. Por outro lado, as plantas com adubacao
organica apresentaram, de acordo com as equagoes
de regressao ajustadas, menor taxa de crescimento,
mas com maior altura na ultima época de avaliacdo,
95,52 cm planta-1 (Tabela 1). A maior altura das plantas
no tratamento com adubagdo organica, na ultima
época de avaliacado, estad relacionada com o maior
crescimento das plantas neste tratamento no periodo

que antecedeu a primeira época de avaliacao.

No estudo realizado por SOARES et al., (2014) no
estado do Tocantins, semelhante ao presente estudo,
nao foi observada diferenca significativa entre os
tratamentos em todas as épocas de amostragem.
Contudo, a citronela adubada organicamente, com
9 Kg cova-1 de esterco, apresentou a maior taxa de
crescimento em altura, 0,54 cm dia-1, atingindo na

ultima época de amostragem 113,59 cm.

Outros estudos realizados com adubacao organica

também  foram influenciados  positivamente
quanto ao crescimento de plantas medicinais como
manjericao anis (Ocimum selloi L.) (COSTA et al.,
2008a) e na producao de matéria seca de capitulos
de caléndula (Calendula officinalis L.) (VALADARES et

al., 2010).

Quanto ao vigor, nos dois tratamentos avaliados
nao foi ajustado nenhum modelo de regressao para
explicar a variacao dos dados. O tratamento com
adubacdo organica apresentou, em todas as épocas
de avaliacdo, os maiores valores de vigor das plantas
(Tabela 1).

-52



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

<

Volume 2, Niimero 1, 2020

A4

Tabela 1 - Valores médios, equacdes de regressao e coeficiente de determinacdo (r2) de C. nardus nas variaveis: altura,
circunferéncia do caule, vigor, nimero de folhas, nimero de perfilhos, comprimento da maior folha e largura da maior
folha, em cinco épocas de amostragem (Com: com adubacgao organica; Sem: sem adubacado organica; AO: adubacéo

organica; e EP: épocas de amostragem).

Epocas de amostragem (dias apés plantio)

Equagbes de

AO 90 1m 132 153 174 S r2 (%)
Altura (cm planta-1)
Com 46,38+21,2a 63,38+3,7a 69,5+ 3,1a 81+5,7a 975+4,1a Y =-3,8+0,5708 EP** 77,23
Sem  23,13t47a 41+13,2a 50,75+t146a 655+179a 82,25+20,6a Y=-372+0,68EP** 69,90
Circunferéncia do caule (cm planta-1)
Com 588 +2,3a 6,75+ 2,4a 9,25 +4,0a 13,38+ 55a 20,25+ 11,6a y=-11,14+0,1685 EP** 44,25
Sem 3,5+24a 4,38 + 3,2a 6,38 +4,5a 775t 41a 12,38+ 6,9b  y=-6,4+0,1006 EP** 35,92
Vigor

Com 3,5+ 1,29 3,3+ 1,3a 3,8+ 1,0a 4+0,8a 4 +0,8a y=3,7

Sem 3,3+ 1,8a 2,3+1,3a 2,3+ 1,0b 25+1,3b 3,3+ 1,0a y=2,7

Numero de folhas
Com 6,3+ 395a 8,3x4,0a 14+78a 27 £12,2a 42,3+20,4a y=-375+04321EP** 58,88
Sem 55+5,8a 7,3+5,3a 11 x6,7a 17 £ 8,8a 34+19,3a y=-27,040,3179 EP** 47,01
Numero de perfilhos
Com 1,5+ 0,58a 1,5+ 0,6a 5+3,7a 6,3+2,5a 12+ 4,8a y=-10,94 +0,1226EP ** 61,72
Sem 1,5+ 1,0a 1,5+ 1,0a 2,3+ 1,5a 3,5+0,6a 9,3+6,5a y=-74+ 0,0833 EP** 3941
Comprimento da maior folha (cm planta-1)
Com 388+6,34a 525+1,3a 55,5+ 3,5a 67,3 £ 3,6a 798+22a y=-2,06+0,4607 EP ** 92,05
Sem 29+ 12,2a 31642;; 43,5+ 13,1a 54 +15,3a 72,8+92a  y= -19,1 +0,5012EP ** 61,31
Largura da maior folha (cm planta-1)
Com 1,9 £0,46a 21 +04a 2,2+0,3a 2,2+0,3a 2,3+0,2a y=2,1
Sem 1,5+0,6a 1,5 +0,6a 1,5+0,6b 1,8 +0,3a 21+0,1a y=17

Os dados referem-se a média de quatro repeticdes + desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra na coluna, em
cada varidvel, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05); ** = significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t".
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Tabela 2 - Valores médios nas varidveis biomassa fresca e seca de C. nardus (COM e SEM adubacao organica).

Biomassa fresca (g

Biomassa desidratada (g

Adubacao e Biomassa seca (g planta-1) planta-1)
coM 1071,75+ 241 a 34414+773a 386,36 + 86,8 a
SEM 684,25+ 149,3 b 220,19+48,1b 243,22+531b

Os dados referem-se a média de quatro repeticdes + desvio padrao. Médias seguidas pela mesma letra na coluna, em
cada variavel, ndo diferem entre si pelo teste de Wilcoxon (P > 0,05).

SOARES et al, (2014)
plantas do capim citronela tratadas com adubo

observaram que as

organico apresentaram-se mais vigorosas e com
desenvolvimento vegetativo melhor, além de uma
coloragao mais verde. Em outro estudo, COSTA et al.,
(2008b) obtiveram resultados parecidos no cultivo
de capim-limao (Cymbopogon citratus) adubado com

esterco avicola.

Nas varidveis numero de folhas e nimero de perfilhos
nao houve diferenca estatistica (P > 0,05) entre
os tratamentos em todas as épocas de avaliacao.
Entretanto, o tratamento com adubacdo apresentou
maior taxa de crescimento em numero de folhas e

numero de perfilhos (Tabela 1).

Na andlise destrutiva o tratamento com adubacao
organica apresentou valores de biomassa fresca,
biomassa seca e desidratada significativamente
maiores que o tratamento sem adubacdo organica
(Tabela 2). O maior valor de biomassa apresentado no
tratamento com adubacao organica esta associado
com o maior fornecimento de nutrientes nesse
tratamento e a sua influéncia na estrutura do solo
com o aumento da porosidade e maior infiltracao e
retencao de dgua no solo.

No tratamento com adubacdo organica a producao
de biomassa fresca planta-1 permite estimar uma
produtividade de aproximadamente 21,44 t ha-1.

No plantio o nimero de perfilhos cova-1 exerce
influéncia direta na producdao de biomassa das
plantas de C. nardus. PERINI et al., (2011) analisaram

o plantio do capim citronela utilizando um perfilho
cova-1 (mesmo numero de perfilhos do presente
estudo), atingindo a produtividade de 20,05 t ha-1 de
biomassa fresca. No estudo de SOARES et al., (2014) e
CASTRO et al., (2007) utilizou-se trés perfilhos cova-1
e a produtividade foi de 61,63 t ha-1 e 66,11 t ha-1 de

biomassa fresca, respectivamente.

Em outro estudo com capim-limdo, os autores
relataram que a adubacdo organica das plantas
acarretou em uma maior producao de biomassa
seca. Este resultado também foi observado no cultivo
de mentrasto (Ageratum conyzoides), onde houve
incremento de biomassa das plantas no tratamento
com adubo organico comparado com os tratamentos
utilizando adubacao mineral e calagem (COSTA et al.,
2008b).

Analise do 6leo essencial

A andlise do 6leo essencial (OE) por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas resultou
na identificacdo de quatorze constituintes no dleo
essencial das folhas de C. nardus. Os compostos
identificados foram classificados como monoterpenos
e sesquiterpenos (Tabela 3).

O teor de 6leo essencial obtido da parte aérea das
plantas de C. nardus no tratamento com adubacao
permite a projecao da producdo de 79,20 kg ha-1
de o6leo essencial, enquanto no tratamento sem
adubacdo a producao de 64,45 kg ha-1.

No tratamento com adubacéo foi obtido menor teor
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de 6leo (0,82 %) (Tabela 3) em relacao ao tratamento
sem adubacao, mas observou-se maior producao de
biomassa no tratamento com adubacédo (Tabela 2).
A maior producao de biomassa no tratamento com
adubacao resultou em uma maior producao de 6leo
essencial por hectare, sabendo que o teor de 6leo
essencial foi calculado com base em uma amostra de
22 gramas para ambos os tratamentos. Dessa forma,
conforme foi verificado no presente estudo, a maior
producao de biomassa pode compensar o menor teor
de 6leo essencial resultando em uma maior producao

de 6leo essencial por area de cultivo.

Ensaios realizados com adubacdo organica elevou
o rendimento médio de OE do capim-limao e
mentrasto. Observacdo semelhante foi feita em
outros estudos, nos quais o uso de biofertilizante
aumentou diretamente o rendimento de 6leo (COSTA
et al., 2008b).

OLIVEIRA et al., (2011) comparou o teor dos OE de
C. nardus e C. citratus. O primeiro apresentou teor
de 6leo essencial de 1,39% e o segundo 2,27%.
Ambos possuem como constituintes majoritarios
os monoterpenos, mas o 6leo de capim-limao
apresentou maior teor de geranial (42,92%) enquanto
no 6leo do capim citronela verificou-se concentragao

elevada do composto citronelal (34,61%).

Os compostos majoritarios identificados no OE
foram o trans-B-geraniol seguido do citronelal e
do B-citronelol. Em ambos os tratamentos - com
e sem adubacdo organica - observou-se que o0s
monoterpenos constituiram mais de 70% dos
compostos identificados do 6leo essencial de C

nardus (Tabela 3).

Os monoterpenos geralmente sdao mais volateis
que os sesquiterpernos, tendo maior influéncia
sobre o aroma dos 6leos essenciais. Entretanto, os

sesquiterpernos também podem influenciar o efeito

olfativo dos 6leos essenciais, mesmo que em menor
proporcao que os monoterpenos (CASTRO et al.,
2010; VELOSO et al., 2012).

Resultados semelhantes obtidos em outros projetos
de pesquisas corroboraram os resultados do presente
estudo em relacdo aos compostos majoritarios,
embora tenha observado nestes estudos variacao
no numero de compostos identificados e na sua
concentracao relativa (VELOSO et al., 2012; CASTRO et
al., 2007; ANDRADE et al., 2012; SCHERER et al., 2009).

De acordo com CASTRO et al., (2010), comparando
diferentes épocas de colheita de C. nardus, a
concentracao relativa de monoterpenos foi maior que
a de sesquiterpenos em todas as épocas. Na seqgunda
época observou-se o maior teor de 6leo essencial
(1,70%) e o geraniol foi o constituinte predominante
(38,40%).

MAHALWAL, ALI, (2002)
componentes majoritarios do OE de C. nardus foram

observaram que o0s

0s monoterpenos citronelal (29,7%) e o geraniol
(24,2%) e os sesquiterpenos majoritarios o (E)-
nerolidol (4,8%) e o 3-cariofileno (2,2%). NAKAHARA
et al., (2003) observaram diferencas em relacéo aos
outros estudos, pois apesar do geraniol (35,7%) estar
em maior concentracdo, o segundo composto em
maior concentracao foi o trans-citral (22,7%).

Segundo SILVEIRA et al, (2012), os compostos
majoritarios encontrados no 6leo de citronela-de-
Java (C. winterianus) foram o citronelal (41,48%),
geraniol (19,63%) e a-citronelol (10,44%).

Os resultados ndo sao uniformes devido as diferencas
ambientais que levam a interconversdes dinamicas
entre os constituintes dos 6leos essenciais, o que
pode ser devido as reacdes de reducdo, oxidacgao,
desidratacao e hidratacao, isomerizacao e ciclizacao
(SANTOS et al, 2012).
concentracao de citronelal pode ser resultado da

Por exemplo, a maior
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Tabela 3 - Concentracdo relativa (area %), obtida por cromatografia gasosa e espectrometria de massas, dos constituintes
do 6leo essencial da parte aérea de Cymbopogon nardus, cultivado com e sem adubo organico.

Presenca de adubo organico

Compostos 1Ac IA tab
Com Sem
Monoterpenos oxigenados
Citronelal 1157 1148 18,75+ 1,10 22,01 £1,24
B-Citronelol 1234 1223 13,13+ 0,37 11,94 + 0,17
trans-f-Geraniol 1263 1249 34,76 + 1,08 32,51 +0,60
Acetato de citronelila 1355 1350 4,55 + 0,07 4,83 +0,22
Acetato de geranila 1385 1379 3,43 +0,63 4,16 £0,15
Subtotal: 74,72 75,45
Sesquiterpenos hidrocarbonetos
B-Elemeno 1390 1389 0,35+ 0,07 0,36 £0,06
Germacreno D 1480 1484 0,79 £0,20 0,83 +0,07
a-Muroleno 1498 1500 0,54+0,10 0,53+ 0,04
y-Patchuleno 1502 1502 - 0,25 +0,02
y-Cadineno 1513 1513 0,21+0,14 -
6-Cadineno 1522 1522 0,79+0,10 0,96 + 0,07
Germacreno B 1552 1559 3,78+0,33 3,61 +0,14
Subtotal: 6,46 6,54
Sesquiterpenos oxigenados
a-Cadinol 1657 1652 3,67 +£0,32 3,65+0,10
14'“3::2;'9;?'(9' 1670 1668 - 2,08 +0,12
Subtotal: 3,67 5,73
Teor de 6leo essencial (%) 0,82 + 0,05 1,06 + 0,33

Os dados referem-se a média de trés repeticdes + desvio padrdo. IAC: indice aritmético calculado; IA tab: indice aritmético

tabelado.
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oxidacdo do citronelol. O geranial e o neral sdo
esteroisdbmeros e podem originar o citral (OLIVEIRA et
al., 2011).

Os trés compostos predominantes no 6leo essencial
de C. nardus deste estudo sao monoterpenos e
possuem estrutura quimica muito semelhante
indicando uma possivel interconversao conforme
a necessidade da planta ou as exigéncias do meio.
Acredita-se que haja uma possivel plasticidade
quimica da espécie para produzir os compostos mais
necessarios. A interconversdo dos componentes
de um a outro é determinada geneticamente pela
expressao da regulacdo génica e pode ser afetada por
fatores agrondmicos (GARLET et al., 2007; MEDEIROS,

2014).

A principal causa de diversidade dos terpenos
se relaciona com a presenca de varias enzimas
regulatdrias responsaveis pelas sinteses dos mesmos.
Portanto, a sintese de um ou mais produtos é
influenciada pela disponibilidade de substratos para

sintetizar outros compostos, pois uma enzima pode

80 B Com adubo
] Sem adubo

Monoterpenos Sesquiterpenos

Figura 1 - Porcentagem relativa de monoterpenos e
sesquiterpenos do 6leo essencial de Cymbopogon nardus
(sem adubo organico e com adubo organico).

formar varios terpenos a partir de um Unico substrato
(STORCK, DERCHAMPS, 2015). Estas diferencas quimicas
entre os 6leos essenciais podem refletir diretamente
nas propriedades funcionais, como a atividade
antimicrobiana e antioxidante (SCHERER et al., 2009).

CONCLUSAO

No presente estudo verificou-se influéncia da
adubacdo organica na producao de biomassa e na
variacao do teor e composicao do 6leo essencial de
C. nardus. A producdo de biomassa foi favorecida

significativamente pela adubacao organica.

No tratamento com adubacdo organica observou-se
reducao no teor de 6leo essencial em comparacao
com o tratamento sem adubacado. Os 6leos essenciais
possuem substancias defensivas para as plantas e
o estresse nutricional (tratamento sem adubacao),
possivelmente, podeterestimuladoaproducaodesses
constituintes. De modo geral, foram observadas
diferencas quantitativas e qualitativas na constituicao
quimica do 6leo essencial de C. nardus. O efeito da
adubacdo organica sobre o teor e composicao do
6leo essencial requer a realizacdo de outros estudos,
considerando que a producdo de metabdlitos
secundarios nao é sempre estimulada pela adubacao
organica devido a influéncia concomitante de fatores
fisioldgicos, da constituicdo genética da planta e de
condi¢bes ambientais.
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RESUMO

A candidiase vulvovaginal é uma infeccao de alta incidéncia, atingindo 75% das mulheres adultas. No entanto, os
microrganismos desenvolvem mecanismos de protecéo, e por isso, é importante o desenvolvimento de estratégias.
O objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de formulacdo nanoemulsionada contendo clotrimazol (CTZ)
visando o tratamento topico da candidiase vulvovaginal. As nanoemulsdes (NE-CTZ) foram preparadas pelo método
de temperatura de inversao de fase e caracterizadas em relacao ao diametro hidrodinamico médio (DHm), indice de
polidispesividade (Pdl), potencial Zeta (pZ), Eficiéncia de Encapsulacao (EE), Espectroscopia no Infravermelho Médio
(FT-MIR), morfologia, citotoxicidade em linhagem de fibroblastos (NHI/3T3) e atividade antifliingica frente as cepas de
Candida albicans sensivel (ATCC 24433) e resistente a multiplas drogas (ATCC 10231). O DmH das nanoemulsdes foi de
aproximadamente 260 nm, com PdI caracteristico de sistemas monodispersos (~ 0.3) e pZ de -26 mV. As nanoemulsées
propiciaram elevada incorporagao do CTZ (EE ~ 100%) e os ensaios de FT-MIR puderam corroborar a encapsulagao desse
ativo. As andlises morfoldgicas mostraram nanogoticulas com tamanho semelhante ao encontrado para o DHm e com
formato arredondado irregular. No ensaio de viabilidade celular foi constatado que em todas as concentracoes testadas
(4,8-0,15pug/mL) a nanoemulsao demonstrou menor potencial citotdxico quando comparada ao farmaco livre. Em relacéo
aos ensaios antifungicos, a NE-CTZ apresentou atividade inibitéria frente as cepas testadas na faixa de concentracdo de
4,8- 0,6pg/mL (referente ao CTZ). Pelo exposto, a formulacdo desenvolvida apresenta caracteristicas fisico-quimicas e
bioldgicas promissoras para utilizagdo no tratamento da candidiase vulvovaginal, sobretudo nos casos de resisténcia
antifungica a outros farmacos azélicos.

Palavras-chave: nanoemulséo, clotrimazol, candidiase vulvovaginal.

ABSTRACT

Vulvovaginal candidiasis is a high incidence infection, affecting 75% of adult women. However, microorganisms develop
protective mechanisms, so it is important to develop strategies. The aim of the present study was the development of
clotrimazole (CTZ) loading nanoemulsion for topical treatment of vulvovaginal candidiasis. The nanoemulsions (NE-CTZ)
were prepared by the phase inversion temperature method and characterized in relation to the average hydrodynamic
diameter (Zav), polydispersity index (Pdl), Zeta potential (Zp), Encapsulation Efficiency (EE), Mid Infrared Spectroscopy
(FT-MIR), morphology, cytotoxicity in fibroblast cell line (NHI/3T3) and antifungal activity against susceptible (ATCC
24433) and multidrug resistant (ATCC 10231) strains of Candida albicans. The Zav of nanoemulsions was approximately
260 nm, with Pdl characteristic of monodisperse systems (~ 0.3) and Zp was equal to -26 mV. Nanoemulsions provided
high CTZ incorporation (EE ~ 100%) and FT-MIR assays could corroborate the encapsulation of this active. Morphological
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analysis showed droplets similar in size to those found for Zav and with irregular round shape. In the cell viability assay
it was found that for all concentrations tested (4.8- 0.15ug/ mL) nanoemulsion showed lower cytotoxic potential when
compared to free drug. Regarding antifungal assays, NE-CTZ showed inhibitory activity against strains tested in the
concentration range of 4.8-0.6ug/ mL (referring to CTZ). Therefore, the developed formulation presents promising
physicochemical and biological characteristics for use in the treatment of vulvovaginal candidiasis, specially in cases of

antifungal resistance to other azole drugs.

Keywords: nanoemulsion, clotrimazole, vulvovaginal candidiasis.

INTRODUCTION

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is a fungal infection
considered the second most common vaginal infec-
tion that affects about 70-75% of the female popula-
tion of childbearing age (XU et al., 2018). It is estimat-
ed that VVCreaches 138 million women, annually, and
that 372 million women are affected throughout their
life by this disease (DENNING et al., 2018). Although
candidiasis does not cause the patient’s death, it can
cause physical, psychological and sexual complica-
tions (AHANGARI et al., 2019).

Despite there are 71 types of yeast, Candida albicans
is largely responsible for most infections (AMARAL et
al., 2019). About 90% of VVC cases caused by C. albi-
cans are treated with oral or topical antifungals (FAR-
HAN et al., 2018). Oral preparations are chosen for
systemic infections or immunosuppressed patients
(KANG et al,, 2018). Current treatment of VVC uses
azole antifungals including fluconazole, miconazole,
itraconazole, ketoconazole, thioconazole and clotrim-
azole (CALVO et al,, 2018). It is important to consider
that the use of azoles in the treatment or prevention
of Candida infections has increased the occurrence of
resistance of the microorganism to these antifungals,
especially fluconazole (SOUZA et al., 2019). In addi-
tion, fluconazole is likely to favor adverse events such
as gastrointestinal disorders, headaches, nausea and
skin rash (ALSAAD et al., 2015). To overcome these
drawbacks, clotrimazole may be the drug of choice
for VVC therapy.

Clotrimazole has better tolerability and fewer adverse
effects when compared to other azoles. This antifun-
gal acts by inhibiting lanosterol 14-alpha demethy-
lase in C. albicans cells. This inhibition occurs due to
the binding of the unsubstituted nitrogen (N-3 or
N-4) of the imidazole moiety to the ferric heme group
and also by the binding of the substituted N-1 to cy-
tochrome P450 apoprotein. Inhibition of this enzyme
promotes blockage of the conversion of lanosterol
to ergosterol, that alters the membrane permeability
and causes the microorganism death (QUINDOS et al.,
2019).

For the treatment of vulvovaginal candidiasis, lotrim-
azole-containing creams are commercially available.
However, the development of modified release for-
mulationsmay be a therapeutic alternative for greater
treatment efficacy. In this sense, the development of
nanotechnology-based release systems is increas-
ingly being explored in pharmaceutical develop-
ment and research (AMARAL et al., 2019; VERMA et
al., 2019). In this sense, studies shows that the use of
nanostructured devices provide greater drug deliv-
ery efficiency by releasing it specifically to the target
and improving its bioavailability (SOSNOWSKA et al.,
2017). Therefore, sub-toxic drug concentrations can
be used, which helps to reduce the development of
resistance by microorganisms. In addition, nanopar-
ticles allow a lower release of the encapsulatedactive,
that promotes a longer action of the drug, reduced
toxicity and reduced side effects, which improves the
patient’s life quality (JAIN, THAREJA , 2019).
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Nanoemulsions are gaining prominence due to their
properties that allow the incorporation of hydropho-
bic or hydrophilic actives. This is due to the fact that
its constitution is made by two immiscible liquids
(SOSNOWSKA et al., 2017). Besides that, nanoemul-
sions have a small droplet size, easy tissue penetra-
tion, high drug permeation rate and are easily pre-
pared at low cost (SORIANO-RUIZ et al., 2018).

With these considerations in mind, the objective of
this study was to develop and characterize nanoemul-
sions containing clotrimazole as a therapeutic alter-

native for the treatment of vulvovaginal candidiasis.
MATERIAL AND METHODS
Nanoemulsion preparation

Nanoemulsions loaded CTZ (NE-CTZ) were prepared
the phase inversion temperature method. Briefly, the
materials were separated into aqueous phase consist-
ing of water (80 %) (continuous phase) and oil phase
containing Caprylic/Capric Triglyceride (Miglyol®,
10%), a mixture of non-ionic surfactant (10%) [poly-
sorbate 80 (TWEEN® 80, 60%) and sorbitan monostea-
rate (SPAN® 60, 40%)] and clotrimazole (2.5 mg/mL)
(dispersed phase) and heated at 75°C. Next, the aque-
ous phase was dripped onto the oil phase at 600 rpm
and the emulsion formed was cooled in an ice bath
to 25 °C under constant stirring. For comparison pur-
poses nanoemulsion without clotrimazole (NE) was

prepared by the same method.

diameter (Zav),

polydispersity index (Pdl) and Zeta potential (Zp)

Average  hydrodynamic

The determination of the Zav as well as the Pdl was
performed using the Dynamic Light Scattering (DLS)
technique. Zeta potential values were determined
using the electrophoretic mobility technique. Mea-
surements were performed on Zetasizer Nano Z590

equipment (Malvern® Malvern, UK), at 25 °C, after di-

lution of samples (400x) in ultrapurified water. Mea-
surements were performed in triplicate and values

were expressed as mean + standard deviation.
Encapsulation Efficiency (EE)

The EE was determined indirectly by quantifying the
free drug present in the supernatant after centrifuga-
tion of NE-CTZ. Samples were centrifuged on Amicon
centrifuge filters (MWCO 10.000, Millipore, Germany)
at 19.000 G for 30 minutes. The filtrate was analyzed
on the Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Ther-
moFisher Scientific Inc., USA), after proper dilution in
ethanol, at 208nm. The percentage of encapsulation
efficiency (% EE) was calculated according to the fol-

lowing equation:

total drug content=Ffree drug

(I) % EE = x 100

total drug content

Fourier Transform Mid-Infrared Spectroscopy (FT-
MIR)

FT-MIR analyzes were performed on the Perkin Elmer®
SPECTRUM TWO equipment (Sdo Paulo, Brazil) which
has a zinc selenide attenuated total reflectance (ATR)
enhancement with a resolution of 4 cm-1. NE, NE-CTZ
and pure clotrimazole were analyzed. For this, the
suspended samples (20 uL) were dried at 40°C direct-
ly on the equipment. The spectrum was obtained us-
ing OPUS® Software for wavelengths in the range of
4000-550 cm -1 with 16 spectrum scans (RUTZ, 2017).

Transmission Electron Microscopy

The morphological characterization of nanoemul-
sions was made by transmission electron microscopy
(MET) at the Central Electron Microscopy Laboratory
of the Federal University of Santa Catarina using the
JEM-1011 (Jeol LTD., Tokyo, Japan) equipment operat-
ed at accelerating voltage of 80kV. For this, an aliquot
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of the NE and NE-CTZ was placed on an amorphous
carbon-coated Parlodion® 200 mesh (CF200-Ni, SEM)
nickel grid and then dried for 24h at room tempera-
ture. Thus, the bright field option was selected for
morphology analysis up to 50,000x magnification.

Cell viability

In a 96-well plate NIH/3T3 cells were seeded at a den-
sity of 5x10° cells per well with DMEM with 10% fetal
bovine serum and 1% antibiotic (penicillin/streptomy-
cin). Subsequently, the plate was incubated overnight
at 37°Cin 5% CO2. NE, NE-CTZ and free drug solutions
were prepared and added to the wells (n=3) at the fol-
lowing concentrations: 0.15,0.3, 0.6, 1.2 and 2.4ug/mL
of CTZ. Cells with culture medium were considered
negative control and treatment with 5% DMSO was
considered positive control. Also, the solvent control
(DMSO 0.5%, used for solubilization of CTZ) was add-
ed. The plate was incubated under the same condi-
tions as above for 24h. After this time, 3-(4,5-Dimeth-
yl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide
(MTT) was added and the plates were incubated for
4h. The precipitate formed was dissolved with DMSO
and their absorbance was measured on a Spectramax
190 (USA) spectrophotometer at 540 nm. Negative
control was considered as 100% viable cells. Analysis
of variance (ANOVA) was performed to test the ef-
fects of the treatments and the Tukey test was used
for comparisons between the individual treatment
groups using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad
Software, Inc). p values less than 0.05 (p <0.05) were

considered statistically significant.
In vitro antifungal activity

The antifungal activity of NE-CTZ was performed ac-
cording CLSI (2017) in order to determine the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC). Sensitive (ATCC 24433)
and multidrug resistant C. albicans (ATCC 10231) was
cultured at 35 °C for 24 h in Sabouraud Dextrose agar

(SDA). Sample stock solution of NE, NE-CTZ and CTZ
were diluted from 0.0375 to 4.8 ug/mL (final volume
= 80 ul) with DMSO (final concentration < 1%). After,
100 pL of Sabouraud Dextrose Broth (SDB) was added
to the wells. Finally, 20 pl of 103 CFU/mL (according
to 0.5 McFarland turbidity standards) of standardized
fungal suspension was inoculated in a 96-well plate
and the test was performed in a volume of 200 pL.
Plates were incubated at 35 °C for 24 h.

Similar tests were performed simultaneously for
growth control (SDB + microorganisms + DMSO) and
sterility control (SDB + DMSO). The MIC values were
calculated as the highest dilution showing complete
inhibition of tested strain. The analyses were per-

formed in duplicate.

To determine the Minimum Fungicidal Concentration
(MFC), samples (NE-CTZ and CTZ) from each well that
showed no visible fungus growth in the MIC assay
was plated on freshly prepared SDA plates and incu-
bated at 35 °C for 24 h (CAMPOS et al., 2018).

The MFC was expressed as the concentration of the
samples that did not show any growth on a new set

of agar plates.
RESULTS AND DISCUSSION

Average  hydrodynamic diameter (Zav),

Polydispersity Index (Pdl) and Zeta potential (Zp)

The Zav, Pdl and Zp values of the NE and NE-CTZ are
shown in Table 1.

Table 1 - Average hydrodynamic diameter, polydispersity
index (Pdl) and zeta potential of nanoemulsions (n=3)*

Zav (nm) Pdi Zp (mV)
NE 265.7+1.84 030+0.05 -26.5+1.1
NE-CTZ 2742 +350 032+0.08 -26.0+0.6

*Results are expressed as average + standard deviation
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The mean diameter value found for the nanoemul-
sion formulations were consistent with literature
data (HASANI et al.,, 2015). Besides, the values for the
NE-CTZ was in accordance with those indicated for
topical application (50-300 nm) (COSTA et al., 2018).
This size is important for nanoparticle retention at
the specific site of therapeutic action, ensuring that it
does not cross the deepest layers of the skin and en-
ter the systemic circulation (GARCES et al., 2018). From
the results found for Pdl it is possible to suggest the
formation of monodisperse systems, which contrib-
utes to the stability of nanoemulsions. In this sense,
scientific data report that values less than or equal to
0.3 are characteristic of nanoparticles with unimodal
size distribution and low size variability (AMARAL et
al., 2019).

Zeta potential indicates the surface charge of the
nanoparticles and also suggests the stability of the
suspension. This stability can be reached by the use
of nonionic molecules, which promotes steric stabili-
ty, but also from the electrical repulsion of the surface
charges of each nanoparticle (JAIN, THAREJA, 2019).
The values found for NE and NE-CTZ are of about
-20mV. This charge promotes repulsion between the
droplets and consequently, promotes the system’s
stability. The negative charge found may be due to

ionization of fatty acids present in the oil phase.
Encapsulation Efficiency (EE)

The results of free CTZ quantification after nanoemul-
sion centrifugation led to EE close to 100% (99,995%
+ 0,005) and may be justified due to the high solu-
bility of clotrimazole in the oily phase of nanoemul-
sion, which allows most of the drug molecules to be
encapsulated within the droplets. From this perspec-
tive, Souto et al (2004) used the same oil to prepare
CTZ-loading nanostructured lipid carriers. Besides

that, similar result was also found by Das, Ng and Tan

(2014) that developed clotrimazole-containing solid
lipid nanoparticles and lipid nanocarriers with EE be-
tween 80-90%.

Fourier Transform Mid-Infrared Spectroscopy (FT-
MIR)

Infrared spectrometry was used to corroborate drug
encapsulation and possible nanoparticle changes. The
free drug spectrum was recognized by the library of
the equipment used to do the analysis (Figure 1). Peaks
at 3050 and 1560 are characteristic of the clotrimazole
molecule and can be attributed to the heteroatom ring
(KAUR et al., 2018). The peaks around 300 may be due
to the C-H bond belonging to its aromatic ring, and the
peaks around 600-800 are characteristic of clotrima-
zole’s aromatic region. These characteristics were also
reported by Patel and colleagues (2018) and Bilensoy
and colleagues (2006).

By observing the nanoemulsion spectrum it is possible
to verify the presence of a broad band around 3400
that can be attributed to OH bonds present in poly-
sorbate 80 and caprylic acid molecules. The two peaks
around 3000 are characteristic of C-H bonds present in
all molecules used in nanoemulsion formation. Another
peak found around 1700 may be characteristic of C= 0O
bonds found in polysorbate 80, sorbitan monostearate

160 —
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Figure 1 - FTIR spectrum of nanoemulsion with clotrima-
zole (black), nanoemulsion without clotrimazole (red) and
free clotrimazole (blue)
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and caprylic acid molecules. Beside this peak, a C = C
bond can be observed and it is present in the surfac-
tants (PAIVA et al., 2015). Regarding the NECTZ, although
presenting a similar profile to the NE, it is possible to no-
tice that some peaks are displaced or enlarged, which
may suggest interactions between the nanoemulsion
constituents and the CTZ. In addition, it is possible to
observe that clotrimazole’s aromatic region peaks at
around 600 to 800 cm-1 have disappeared.

These data may suggest the occurrence of CTZ encap-
sulation in nanoemulsions, which corroborates the EE
results.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM analyzes were conducted to evaluate the mor-
phology of nanoemulsions. The images obtained
(Figure 2) showed round shaped nanoparticles and
can confirm the size found by the DLS technique.
Compared to NE, NE-CTZ microscopy images reveal
that the presence of the drug in nanoemulsions does
not lead to changes in droplet morphology. This ob-
servation is similar to that observed for the Zav results
and may indicate that encapsulation of CTZ, a small
molecule (344.8 Da), does not increase these droplets.

J.2 Ui

Figure 2 - NE (left) e NE-CTZ (right) - 200 nm increase.

Cell viability

The cytotoxicity evaluation of the NE, NE-CTZ and
free drug and controls were evaluated using NIH/3T3
cell for 24h by the MTT assay and the results are ex-
pressed in Figure 3. As result, no significant reduction
of cell viability was observed for the NC treatment at
any concentration tested. Treatment with NC showed
more than 95% of viable cells for all the concentra-
tions. This reflects positively on the formulation, since
it does not affect healthy cells.

When compared to the control group, treatment with
free CTZ led to significantly reduced cell viability at all
concentrations tested. The viability reduction was of
20%, 33%, 36% and 46% for the concentrations 0.3,
0.6, 2.4 and 4.8ug/mL, respectively. However, the po-
tential cytotoxic effect of the drug is minimized after
its encapsulation in nanoemulsions. In this sense, at
the highest concentration of CTZ (4.8ug/mL) it was
observed 56% reduction of cell viability compared to
the nanoencapsulated drug. The same was observed
for the remaining concentrations 0.15, 0.3, 0.6, 1.2,
2.4ug/mL that showed 28%, 34%, 28%, 29% and 41%
reduction on viable cells compared to NE-CTZ treat-
ments.

This difference in cell viability can be attributed pri-
marily to the fact that the drug is protected inside the
droplet, minimizing its direct action on cells. In addi-
tion, it can be an indication of a controlled CTZ release
profile. Results of low cytotoxicity by nanoparticles
were also found by Martinez-Perez (2017) in which
the polymeric nanoparticles of poly(lactic-co-glycolic
acid) and chitosan protected the cells from the clo-
trimazole action, presenting a cell viability greater
than 75%. This finding corroborates one of the basic
premises of nanotechnology: the potential for reduc-
ing possible toxic effects of drug molecules and may
suggest that the system developed is a promising al-
ternative for CTZ delivery.
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In vitro antifungal activity

Resistance to azole antifungals is a major public health
problem as the number of clinical infections caused
by resistant C. albicans has increased considerably
worldwide (CAMPOS et al., 2018). Azole antifungals,
especially fluconazole, are the most prevalent drugs
in clinical practice for treating vulvovaginal candidia-
sis. However, this treatment has been shown to be in-
efficient due to the increase in resistant strains (CHEN
et al., 2010). Thus, the search for therapeutic alterna-
tives is imperative. In this sense, this study aimed to
evaluate the possibility of using nanostructured CTZ
to increase antifungal efficacy, especially in cases of

multidrug resistant C. albicans strains.

The results of in vitro antifungal activity show that
NE-CTZ showed a MIC value of 0.6 pg / mL for both

strains tested. In contrast, the MIC for the free drug
was > 0.075 pg /mL.

This may be due to the fact that free drug is already
available for use, and suggests that nanoemulsion
release CTZ slowly and prolongedly. Otherwise, So-
riano-Ruiz et al. (2018) observed that MIC values of
NE-CTZ were lower than free CLT in solution. This dis-
crepancy may be due the difference between the oil
phases used in the preparation of the formulations.

In this sense, it is possible that the oil used in our
study provides a more gradual release of the active.

In addition, it can be verified that the treatment with
NE did not present inhibition of C. albicans strains, as
observed by Soriano-Riz et al. (2018). This is because
its constitution does not have any asset that could
confer antimicrobial activity. Also, the DMSO control
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Figure 3 - Cell viability assay by MTT method on NIH/3T3 cells after 24h of treatment with CTZ, NE and NE-CTZ. Results
are expressed as average of cell viability + standard deviation.
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showed no fungal growth, revealing the reliability of
the test.

Finally, the Minimum Fungicidal Concentration for
the NE-CTZ and CTZ were performed at concentra-
tions of 0.6, 1.2, 2.4 and 4.8 pug/mL. All concentrations
tested showed fungistatic action against sensitive
and resistant C. albicans. This finding may indicate
that nanostructuring maintains CTZ activity and thus
may be a promising tool for topical treatment of vul-

vovaginal candidiasis.
CONCLUSION

The results presented in this work indicate that the
developed nanoesmulsions have satisfactory phys-
icochemical properties, low cytotoxic potential
against the studied cell line and promising in vitro an-
timicrobial activity against C. albicans strains. Thus, it
may constitute an innovative therapeutic option for
the treatment of vulvovaginal candidiasis, especially
in cases of strains resistant to other azole drugs. For
the continuity of the study, we are conducting in vivo
efficacy tests and stability evaluation of semisolid for-
mulation containing the developed nanosystem aim-

ing to prove the potentialities of its future use.
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