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I. RESUMO

Neste trabalho, € apresentado o desenvolvimento de uma estratégia analitica
para investigar os teores de chumbo em medicamentos utilizados no tratamento
da anemia ferropriva comercializados no Brasil. Para tal investigagdo, foi
desenvolvido uma estratégia analitica utilizando espectrometria de absor¢ao
atbmica com atomizacao eletrotérmica. Neste estudo, realizado no Grupo de
Pesquisa em Quimica e Quimiometria da Universidade Federal da Bahia —
UFBA, quatorze amostras comerciais de medicamentos largamente utilizadas
para tratamento de anemia foram selecionadas, sendo amostras de
medicamentos liquidos e amostras de medicamentos solidos (em comprimidos).
Todo método foi validado de acordo com os parametros da Unido Internacional
de Quimica Pura e Aplicada e da Conferéncia Internacional de Harmonizacao de
Requerimentos Técnicos para amostras de medicamentos. Os valores obtidos
foram calculados levando em consideracdo a ingestdo diaria permitida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Como nao existe uma regulamentacao
na Farmacopeia Brasileira para os valores de chumbo, o trabalho ainda traz uma
sugestao de inclusdo de valores maximos permitidos para esse tipo de andlise,
considerando os riscos de se ingerir impurezas inorganicas de maneira nao

intencional, durante um periodo longo de tempo, como € o caso da anemia.

Palavras chaves: Andlise Toxicol6gica, Chumbo, Anemia Ferropriva.



SUMARIO

|. INTRODUCAO 6
II. OBJETIVOS 7
[l. FUNDAI\/IENTAC}AO TEORICA 8
l1l.1 - Anemia Ferropriva 8
[1l.2 - Sulfato ferroso e seus processos de obtencao 11
I11.3 - Nocdes bésicas de toxicologia 13
lll.4 - A Farmacopeia e a importancia da analise de medicamentos 15
[11.5 - O chumbo e a importancia da sua determinacao 16
IV. METODOLOGIA 18
IV.1 - Objeto de estudo 18
IV.2 - Procedimentos de coleta de amostras 18
IV.3 - Elemento quimico a ser determinado 18
IV.4 - Técnicas analiticas de medida 18
IV.4.1 - Andlise por espectrometria de absor¢cdo atdmica com forno de grafite| 19
(GFAAS)
IV.4.2 - Analise por espectrometria de massas com plasma indutivamente| 19
acoplado.
IV.5 - Amostras e seu preparo 19
V. RESULTADOS 21
V.1 - Validacdo do método de determinacao 21
V.2 - Aplicacdo do método 21
VI. DISCUSSAO 25
VI.1 — A eficacia do método de determinacdo utilizado 25
V1.2 — Valores obtidos e os limites maximos permitidos 25
VI.3 — Possiveis riscos dos valores obtidos a saude humana 26
VII. CONSIDERAQC)ES FINAIS 27
Vill. SUMMARY 28
IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 29




I-INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro é a principal causa de anemia nutricional em
humanos, mais comum em criancas e mulheres em periodo gestacional. O ferro
€ um componente da hemoglobina e esta deficiéncia pode afetar o metabolismo
dos musculos, a atividade de enzimas mitocondriais e esta associado com varios

problemas de aprendizado em criancas.

A terapéutica mais adequada e de facil acesso, gracas ao baixo custo, é
a utilizacdo de medicamentos a base de sais de ferro. A variedade de
laboratorios que produzem o mesmo medicamento mostra a necessidade de se

investigar a presenca de contaminantes nessas amostras.

A contaminacdo por compostos organicos e inorganicos em produtos
farmacéuticos é um problema global. De um modo geral, essa contaminacao
vem de materiais usados na producdo dos medicamentos, de residuos que sao
utilizados para o processo de producdo e do armazenamento dos mesmos. O
monitoramento de metais pesados em intermediarios dos processos de
produgéo, incluindo avaliagéo final do medicamento, sao atividades essenciais
na industria farmacéutica. Deve-se considerar essa importancia, ndo somente
por causa da presenca do metal, mas também pelos niveis a serem
considerados, uma vez que € sabido que toxicidade esta diretamente

relacionada com a concentracdo da substancia considerada téxica ali presente.

Sendo assim, é de importancia toxicologica essa investigacdo, a fim de
avaliar o medicamento propriamente dito - entregue a populag¢éo para o uso —
guanto aos possiveis riscos e a sua concordancia quanto as normas da

legislacdo da Farmacopeia Brasileira.



II - OBJETIVOS

1.1 - OBJETIVO GERAL

Determinar a existéncia de chumbo em farmacos empregados na terapéutica da

anemia ferropriva.

I1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

11.2.1 Determinar a existéncia de chumbo em farmacos utilizados no tratamento

da anemia ferropriva.

[1.2.2 Comparar os valores encontrados com os limites estabelecidos pela

legislacdo Brasileira e Norte Americana.



ll. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 ANEMIA FERROPRIVA

As anemias nutricionais estdo entre os maiores problemas nutricionais da
atualidade, acredita-se que cerca de 40% da populacdo mundial, apresentam
caréncia de ferro ou niveis de hemoglobina abaixo dos valores considerados
normais [1]. Algumas pesquisas geraram um consenso de que a deficiéncia de
ferro é o principal fator responsavel pelas anemias nutricionais [2].

A deficiéncia de ferro € a causa mais comum de anemia nutricional nos
seres humanos, bastante comum em criancas e mulheres gravidas. Quando é
grave, provoca anemia microcitica caracteristica e hipocrébmica, secundaria a
reducdo na sintese de hemoglobina [3]. O ferro € um componente da
hemoglobina, e sua deficiéncia pode afetar o metabolismo dos musculos, a
atividade das enzimas mitocondriais, as trocas gasosas e tem mostrado
associacdo com problemas comportamentais e de aprendizado em criancas [4].

E importante conhecer a causa da anemia, para o adequado tratamento.
As necessidades de ferro sdo determinadas pelas perdas fisiolégicas e também
impostas pelo crescimento [5]. Um homem adulto requer cerca de 1 mg de
ferro/dia, j& uma mulher gravida, por exemplo, requer cerca de 6 mg de ferro/dia
[ . E importante frisar que, o intestino delgado regula a absor¢éo de ferro e a
entrada na corrente sanguinea O tratamento eficaz é seguido de uma taxa
aumentada de producdo de hemacias e esse aumento é proporcional a
gravidade da anemia e a quantidade de ferro disponivel para a medula [5]. A
deficiéncia de ferro decorre, na maioria das vezes, das quantidades insuficientes
de ferro na dieta para satisfazer as necessidades nutricionais individuais. Como
resultado da deficiéncia prolongada ocorre a anemia, um dos fatores mais
importantes diretamente relacionados com nascimentos abaixo do peso ideal, a
mortalidade materna e como ja citado anteriormente, ao déficit cognitivo em
criangas [1].

Como é sabido, a anemia ferropriva € uma doenca de alta taxa de
incidéncia e prevaléncia principalmente em populagbes com nivel
socioeconémico menos favorecidos. O Ministério da Saude, por meio de

parcerias, propuseram o desenvolvimento do “Programa Nacional de



Suplementagcdo de Ferro”, que juntamente com a fortificagcdo obrigatéria das
farinhas de trigo e milho com ferro e acido félico e a orientagdo nutricional,
constituem atualmente as principais estratégias voltadas para o controle e
reducdo da anemia por deficiéncia de ferro no Pais [1]. Este programa prevé que
os suplementos de ferro sejam distribuidos, gratuitamente, as unidades de saude
da rede do SUS em todos os municipios brasileiros, de acordo com o numero de
criancas e mulheres que atendam ao perfil de sujeitos da acdo do programa.
Além do foco preventivo (independente do diagnostico ha a distribuicdo e
recomendacao para a suplementacao visando reduzir as taxas de incidéncia de
anemia), o tratamento da anemia ferropriva € feito por distribuicdo gratuita de
suplementos de ferro em farmécias das unidades de saude, bem como,
encontradas a baixissimo custo nas farmacias populares.

O sulfato ferroso administrado por via oral, a mais barata das preparacdes
de ferro, € o tratamento de escolha para a anemia ferropriva. Os sais ferrosos
(Fe?*) sédo absorvidos trés vezes mais que os sais férricos (Fe®*). O sulfato
ferroso esta disponivel como droga Unica ou em associacfes em diferentes
formas farmacéuticas produzidas para administracdo oral-parenteral. Os
xaropes, solugdes orais e os comprimidos constituem as principais formas de
apresentacdo. Além do sulfato ferroso, outras preparacdes, apesar de
apresentarem menores teores de ferro, sdo bem administradas, tais como, o
glicinato férrico e a ferripolimaltose. A dose terapéutica usual é cerca de 200 mg
por dia (2 a 3 mg/kg) usado em trés doses iguais de 65 mg, com base no
contetdo de ferro da preparacdo. A duracdo do tratamento é controlada pela
recuperacdo da hemoglobina e pelo objetivo de criar estoques de ferro. Com a
taxa diaria de recuperacédo de 0,2 g de hemoglobina por decilitro de sangue, a
massa de hemacias € reconstituida dentro de um a dois meses [6]. A Tabela 1
foi reproduzida do manual de suplementacao de ferro e descreve as principais
populacdes atendidas na suplementagéo de ferro e as principais condutas de

intervencao a serem tomadas [1].
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Tabela 1 - Populacbes atendidas pelo programa nacional de
suplementacao de ferro e as principais condutas de intervencao.
Populacéo a Dosagem Periodicidade Tempo de Produto

ser atendida

permanéncia

Criancas de 6
a 18 meses

Gestantes a

25 mg de ferro
elementar

60 mg de ferro

1 vez
semana

por

Todos os dias

Até completar 18
meses

Até completar a

Sulfato ferroso

Sulfato ferroso e

partir da 202 elementar gestacdo acido fdlico
sémana 5 mg de &cido

folico
Mulheres no 60 mg de ferro Todos os dias Até 0 3° més pos- Sulfato ferroso
pés-parto e elementar parto ou pOs-
pds-aborto aborto

A principal via de absorcéo de ferro é pelo epitélio duodenal, onde uma
faixa de 1 mg a 2 mg do mesmo sao absorvidos por dia. Essa absorcdo é
consequéncia das microvilosidades presentes nos vilos intestinais, responsaveis
por aumentar a superficie de absor¢ao. Esta absorcado € mediada por uma série
de proteinas presentes nos enterdcitos [7] [8].

A figura 1 ilustra um enterécito e a localizacdo das proteinas envolvidas
no processo de absorcdo. O mais importante a ser destacado, € a existéncia de
proteinas responsaveis pela absor¢cdo que se da em forma inorganica ou na
forma heme e que independe da quantidade ingerida, ha uma limitacdo da
absorcdo, uma vez que, ions em excesso dentro da célula podem carrear outros
ions e desregular a homeostase celular, causando disturbios hidroeletroliticos.
Além deste destaque, é importante frisar que o ferro € absorvido sob forma de
ion bivalente, o que explica a maior absor¢céo dos sais ferrosos e sua maior
aplicabilidade. Os ions trivalentes sdo convertidos por um citrocomo b duodenal
em ions bivalentes antes de serem absorvidos. A anemia ferropriva faz com que
a célula absortiva crie um mecanismo para aumentar a absorgéo e suprir essa

necessidade de ferro [7] [8].
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Figura 1 - llustracao do enterdcito e as proteinas envolvidas na absorcao

do ferro.

Ha um aumento da expressdo de proteinas (DMT-1 e FPT) aumentando o
aporte de absorcdo da célula para suprir as necessidades requeridas pela
eritropoiese. Assim, em situacdes em que ha falta de ferro ou aumento da
necessidade (gravidez, puberdade ou hemolise, por exemplo), ha uma maior
absorcao de ferro. E importante destacar que alguns fatores também favorecem
a absorcao intestinal, como a acidez e a presenca de agentes solubilizantes,
como acucares, isto explica a grande presenca de xaropes como
medicamentos para tratamento da anemia ferropriva. A quantidade de ferro

absorvida é regulada pela necessidade do organismo [7] [8].

1.2 SULFATO FERROSO E SEUS PROCESSOS DE OBTENCAO

O sulfato ferroso é um sal inorgénico encontrado na natureza sempre nas
formas hidratadas. Seu grau de hidratacdo pode ser de 1; 4; 5 ou 7 moléculas

7

de agua. O sulfato ferroso é mais comumente encontrado no seu estado
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heptahidratado e este se apresenta como um po cristalino, verde claro ou cristais
verde azulados, inodoros, de sabor adstringente, eflorescentes ao ar seco,
soluvel em agua e insoltivel em etanol. O sulfato ferroso heptahidratado oxida-
se rapidamente em contato com ar umido, formando sulfato férrico basico
amarelo-amarronzado [9].

Alguns trabalhos na literatura mostram algumas reacdes que tém como
produtos o sulfato ferroso. Abaixo estdo relacionadas as principais reagcdes
listadas na literatura para obtencdo do sulfato ferroso que posteriormente é
purificado para utilizacdo em variadas aplicacbes, como na industria

farmacéutica.

e Sulfato ferroso a partir do ferro puro

Fe() + H2SOu4(aq) — FeSOaag) + Hag) (2)
Facilmente obtido a partir da reacédo de ferro e solucdo de acido sulfurico. A
solucdo é aquecida em banho maria até o fim da reagdo. Para obtencédo do
sulfato ferroso sélido adiciona-se etanol para que ocorra a precipitacdo, gracas
ao carater insoluvel do sulfato ferroso em alcool [10].

e Sulfato ferroso a partir do 6xido de ferro (FeO)
FeO + H2SO4 — FeSOa4 + H20 (2)
Similar a reacéo do item anterior, o sulfato ferroso pode ser obtido por meio da
utilizacdo de uma solugédo de &cido sulfarico, nesse caso, emprega-se Oxido
ferroso, presente em abundancia como hematita (Fe203) [10].

e Sulfato ferroso a partir do ataque com acido sulfarico do mineral ilmenita

FeOTiO2 + 2H2S04 — TiOSO4 + FeSO4 + 2H20 (Digestao) (3)

TiOSO4 + 2H20 —TiO(OH)2 + H2S04 (Hidrdlise) (4)
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TiO(OH)2 —TiO2 + H20 (Calcinagéo) (5)

Ha uma importante obtencao de sulfato ferroso a partir do processo de
producao de didxido de titanio, largamente utilizado como pigmento na industria.
As trés equacdes acima representam as etapas empregadas na producédo do
pigmento. A rocha ilmenita (FeOTiO2) produz um licor rico em sulfato ferroso que,
apos o resfriamento da solucdo, precipita sob a forma de sulfato ferroso
heptahidratado quando esta é atacada com acido sulfarico. Apos isso, ocorre a
hidrolise do sulfato de titanila, onde se obtém um Oxido hidratado que, quando
calcinado a uma temperatura de 900 °C, produz o diéxido de titanio [10]. O licor
produzido apresenta, uma alta concentracdo de ferro na forma de Fe3*, que pode
precipitar junto com o diéxido de titanio, o que é prejudicial ao processo, uma vez
gue formam-se pigmentos fora dos padrfes. Para contornar este problema, o ion
de ferro trivalente é convertido por uma reacdo de reducao a ferro bivalente e,
com isso, retirado no processo de cristalizagao [11].

Fe® + HaS04 — 2H* + FeSO4 6)
Fe2(S04)3 + 2H* — H2S04 + 2FeS04 7
Fe2(S04)s + Fe — 3FeSO4 (8)

Observa-se pelas reacOes representadas pelas equacfes 6 e 7 que
ocorre a liberacdo de H*, que entra em contato com o sulfato férrico, reduzindo-
o e produzindo sulfato ferroso [11].

E produzido sulfato ferroso heptahidratado e, a partir dele, pode ser
produzido o sulfato ferroso monohidratado e o sulfato anidro, que podem ser

utilizados para producéo de medicamentos, por exemplo.

1.3 NOCOES BASICAS DE TOXICOLOGIA

A Toxicologia € definida como a ciéncia de estudo da interacdo entre

agentes quimicos e os sistemas bioldgicos, visando determinar qualitativa e
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guantitativamente o risco em que estes agentes quimicos podem trazer aos
sistemas, resultando em efeitos adversos [12].

Estes agentes quimicos necessitam de um contato o mais intimo possivel
com os tecidos e/ou érgdos para que sejam considerados potenciais danos e,
consequentemente, este dano deve ter a capacidade de alterar a estrutura ou
funcbes do local afetado. Na maioria das vezes, a toxicidade observada esta
diretamente relacionada com o grau de exposi¢cdo ao agente toxico. A relacéo
entre a dose e a resposta € de fundamental importancia na confirmacéo de uma
possivel relagcdo de um agente quimico e seu efeito toxico, permitindo assim, a
inferéncia de um suposto risco, sendo a dose letal mediana definida como a
massa por peso corporal de um determinado agente téxico capaz de matar 50%
da populacéo testada [12].

Em toxicologia, os estudos envolvendo toxicidade visam avaliar o dano
produzido pelo agente quimico, a relacdo entre a dose e a resposta, 0s
mecanismos envolvidos na toxicidade, ou seja, quais sdo as interacdes quimicas
e biolégicas e aberracdes resultantes que sdo responsaveis pela manutencéo da
resposta toxica, além dos fatores que influenciam na resposta toxica [12].

O foco de estudo da toxicologia € o agente tdxico que pode ser definido
como qualquer espécie quimica ou fisica que € capaz de resultar em dano a
sistema bioldgico alterando uma funcéo ou levando-o a morte em determinadas
condicbes de exposicao [12].

O termo toxicidade é usado em toxicologia para descrever o risco de
aparecer efeito toxico num sistema biolégico como consequéncia da exposicao
a um determinado agente toxico. Considerando isto, a toxicidade depende,
diretamente, das condicBes em gue o sistema biologico foi exposto, por exempilo,
a dose administrada ou absorvida, o tempo e frequéncia de exposicao, a via de
administragédo e natureza do organismo afetado [12].

Em toxicologia, pode-se classificar agente téxico como sendo metalico e
ndo metalico. A investigacdo de espécies metalicas € importante por causa de
alguns riscos a tecidos bioldgicos relacionados com estas espécies. Estes riscos
estdo vinculados com a ndo metabolizagdo dos metais que acumulam-se nos
tecidos podendo combinar-se com ligantes indispensaveis para as funcodes

fisiol6gicas normais, como as principais biomoléculas [12].
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.4 A FARMACOPEIA E A IMPORTANCIA DA ANALISE DE
MEDICAMENTOS

A seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos compdem um arsenal
de questdes fundamentais da importancia da terapéutica medicamentosa. A
seguranca de um medicamento a ser usado em uma terapéutica é determinada
pelo seu perfil farmacolégico-toxicoldgico, bem como, os efeitos adversos

causados pelas impurezas presentes, relacionadas com a sua dosagem [6].

As impurezas em medicamentos muitas vezes possuem efeitos
farmacoldgicos e toxicoldgicos indesejados, sem quaisquer beneficios em sua
administrac&@o [Erro! Indicador ndo definido.]. Dessa forma, é facil entender que, os
produtos destinados ao consumo humano precisam, obrigatoriamente, serem
classificados como seguros em sua totalidade. O monitoramento e o controle
dessas impurezas, em geral, nos dao uma garantia da qualidade e seguranca
de um medicamento [13, 14].

Muitos elementos quimicos possuem suas toxicidades conhecidas e tém
sido documentadas ha muitos anos. Existem relatos antigos de que era evidente
a exposicdo por chumbo e seu poder prejudicial. Atualmente, sua
neurotoxicidade é descrita com clareza e conhecida como um potente fator
prejudicial a fisiologia humana, interferindo na inteligéncia, memoria, atencao,
velocidade de processamento de informacdes, linguagem, habilidades visuais,
motoras e até mesmo, afetando o humor [15, 16]. ToxicOlogos permanecem
estudando os efeitos dos elementos quimicos sobre os seres humanos e
estabelecendo, a partir disto, limites maximos e revendo limites ja estabelecidos,
com o intuito de promover a seguranca. Criou-se uma necessidade de testar
produtos farmacéuticos para investigar diversos elementos que podem estar

contaminando e promovendo impurezas.

As impurezas inorganicas, de um modo geral, sdo originadas de diversas
fontes em suas diferentes fases, ou seja, matérias-primas, reagentes, solventes,
eletrodos, catalisadores, recipientes de reacbes entre outros equipamentos

utilizados durante a sintese de produtos farmacéuticos.
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O controle de qualidade de produtos farmacéuticos é uma etapa de
grande valor na producao de medicamentos e compreende a amostragem,
verificacdo das especificagcbes, ensaios de controle de qualidade,
procedimentos de organizacdo e geracdo de documentacdo para liberacdo do
medicamento, atestando dessa forma, a seguranca do medicamento que
passou pelas etapas de controle. Visando esse controle, a Farmacopeia
Brasileira enfatiza os ensaios que, obrigatoriamente, devem ser realizados para
a garantia da qualidade dos produtos farmacéuticos produzidos. Dentre estes
ensaios, destacam-se: identificacdo, doseamento e pureza. Entre o0s
contaminantes inorganicos mais comuns podemos destacar os metais pesados,
o cloreto e o sulfato [17]. Além da Farmacopeia Brasileira, a USP (Farmacopeia
dos Estados Unidos) também prop8e alguns ensaios para a garantia da

qualidade de medicamentos e tem sido considerada referéncia mundial [18].

1.5 0 CHUMBO E A IMPORTANCIA DA SUA DETERMINACAO

O chumbo é um dos metais de maior importancia desde a antiguidade,
sendo conhecido como um poluente ambiental de ameaga em escala global.
Considerado um grande e potencial toxico aos organismos bioldgicos, o chumbo,
€ um metal quase que onipresente, gracas a sua abundancia natural e sua
utilizacdo em industrias. A exposi¢cao do organismo humano ao chumbo deve-
se, principalmente, aos alimentos. Entretanto, muitas ligas utilizadas na
fabricacdo de pecas e materiais metalicos utilizados para manuseio dos
processos de producdo de medicamentos possuem chumbo em sua
composi¢cdo, contaminando-os. Além disso, processos de mineragao,
chapeamento de metais, aditivos em pigmentos e gasolina sao fontes
conhecidas de chumbo [19].

Quantidades de metais que podem ser prejudiciais podem contaminar
etapas durante a producao do sulfato ferroso, além de matérias-prima utilizadas
de baixa qualidade e, posteriormente, ndo devidamente tratadas podem originar
fontes potencialmente perigosas destes metais, como foi descrito por Portugal et

al., onde um meétodo preciso, sensivel, robusto e facil aplicabilidade foi
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desenvolvido para determinar chumbo em medicamentos antiacidos de
magnésio e aluminio. Este método desenvolvido permitiu revelar quantidades
elevadas de chumbo nestes medicamentos [20].

A absorcao de valores de chumbo em medicamentos que sdo usados por
um largo periodo de tempo, como é o caso da anemia ferropriva pode
desencadear problemas de satde. E sabido que, a absor¢do do chumbo no trato
gastrointestinal varia de 2% a 16% se ingerido com refei¢éo, podendo chegar a
60-80%, quando administrado em jejum. A absor¢cdo de chumbo pelo trato
gastrointestinal depende principalmente de fatores nutricionais tais como
ingestdo de calcio, ferro, fésforo e proteinas. Estudos mostram que, baixos
teores de proteinas, ferro, célcio ou ferro na dieta aumenta a absor¢cdo do
chumbo. A absorcdo do chumbo pela mucosa intestinal possivelmente envolve
0S mesmos mecanismos de absorcao dos demais nutrientes essenciais [21].

Diante do exposto, o presente trabalho visou a otimizagcdo de uma
estratégia analitica para a determinagédo de chumbo em medicamentos utilizados

no tratamento de anemia ferropriva.
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IV - METODOLOGIA

IV.1-OBJETO DE ESTUDO

Os valores de chumbo foram determinados em amostras de
medicamentos que sao utilizados para tratamento da anemia e sao
comercializados em farmacias brasileiras. Usou-se como critério medicamentos

gue sao indicados para essa terapéutica, variando a composi¢ao quimica.
IV.2 - PROCEDIMENTOS DE COLETA DE AMOSTRAS

A lista de medicamentos foi construida a partir dos seguintes critérios:
1. Recomendac®es de terapéutica do livro base-texto usado;
2. Medicamentos que estivessem disponiveis para uso por via oral,
3. Menores custos;
4. Contendo em sua composicdo 0s principais ativos utilizados

(Sulfato Ferroso, Ferripolimaltose, Ferroaminoacido Quelato).

Foram excluidos medicamentos em associacfes e, assim listados 23
possiveis medicamentos.

As amostras foram adquiridas baseando-se na disponibilidade nas
farmacias aleatorias e considerando a sua venda livre, sem prescricdo. Foram

adquiridas 16 amostras entre os meses de marco e abril de 2015.
IV.3 - ELEMENTO QUIMICO A SER DETERMINADO

O método determinou chumbo em medicamentos contendo sais de ferro,

considerando os aspectos relativos a toxicidade.
IV.4 - TECNICAS ANALITICAS DE MEDIDA

A espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GFAAS) foi

utilizada considerando a sensibilidade desta técnica.
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A espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-

MS) também foi utilizada considerando o carater de validacao dos resultados.

IV.4.1 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
FORNO DE GRAFITE (GFAAS)

As andlises por GFAAS foram realizadas em um equipamento Modelo
AAS ZEEnit 600 (Analytik Jena AG, Jena Germany), equipado com um tubo
atomizador de grafite com aquecimento transversal (THGA) com plataforma de
grafite integrada (IGP) e efeito Zeeman de correcdo de fundo. As amostras foram
introduzidas no tubo de grafite utilizando um autoamostrador Modelo MPEG0
(Analytik Jena AG, Jena Germany), o espectrdbmetro compacto € controlado por
um micro-computador. As medidas no equipamento foram executadas utilizando
as condi¢cOes operantes no equipamento, segundo parametros otimizados para

outras analises ja realizadas no laboratorio de quimica.

IV.4.2 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO (ICP-MS)

Um espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado ICP-
MS Xseriesll (Thermo Scientific, Germany) foi usado para a determinacdo de
chumbo, onde as amostras foram introduzidas utilizando um nebulizador
concéntrico. O instrumento foi operado em modo standard sem celula de coliséo.
Gas argbnio (99.997%, White Martins, Salvador, Brasil) foi usado como gas
carreador e 0s parametros instrumentais utilizados foram os mesmos ja

otimizados para outras analises ja realizadas no laboratorio de quimica.

IV.5 AMOSTRAS E SEU PREPARO

Os estudos visando a determinagcdo de chumbo foram realizados em
dezesseis amostras de medicamentos para suplementacéo de ferro, adquiridas
em farmacias de cidades brasileiras. As amostras permaneceram armazenadas
em seus respectivos recipientes e, quando abertas para a realizacdo dos

experimentos foram transferidas individualmente para frascos de polipropileno
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previamente descontaminados com solucédo de acido nitrico 10% (v/v), por 24
horas, e lavados com agua ultrapura para eliminacdo de metais interferentes.
Em seguida, as amostras foram guardadas em prateleira no laboratorio
protegidas da luz e umidade.

Todos os procedimentos para um estudo de avaliacdo de metais foram
preconizados afim de evitar contaminagdes do estudo. Para tratamento da
amostra, foi realizado um procedimento ja existente nos protocolos do laboratério
que consistia em adicionar uma quantidade de amostra e, em seguida,
adicionou-se 3,0 mL de HNOs concentrado e 1,0mL de H202 30% (v/v) para
digestdo completa das amostras, pois para a analise, as amostras precisam estar
solubilizadas em solucdo aquosa. As misturas aquecidas a 140 °C durante trés
horas sob refluxo constante. A digestdo de cada amostra foi realizada em

triplicata.
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V. RESULTADOS

V.1 VALIDACAO DO METODO DE DETERMINACAO

Todo método quimico de andlise precisa passar pela etapa de validacéo
do procedimento, isso visa garantir a credibilidade da metodologia para ser
aplicada rotineiramente no laboratério. Com a validagdo analitica ha uma
garantia documentada de que o método realiza aquilo para o qual € indicado a
fazer com resultados confiaveis.

Durante a etapa de validacdo do método proposto, avaliou-se os limites
de deteccéo, quantificacdo, linearidade analitica, exatidao e precisao.

Os limites de deteccédo e quantificacdo foram calculados de acordo com
as normas consideradas pela IUPAC, sendo o limite de detecc¢éo calculado pela
expresséao (30/s), onde “d” representa o desvio padrdo da solugdo do branco e
“s” a inclinacdo da curva analitica. Os limites de deteccédo e de quantificacdo
foram, 0,25 ug Lt e 0,82 pug L2, respectivamente. Os limites de deteccéo e
quantificagdo, considerando uma massa de 0,5 g de amostra, sédo 0,012 ugg?e
0,041 ug g, respectivamente.

A precisao foi expressa como percentagem do desvio padrao relativo, a
partir de 10 determinacdes repetitivas, calculada usando solucdo padrdo de
chumbo e em uma amostra de suplemento de ferro. Foram encontrados, 4.65%
para a solucdo padrdo de chumbo com concentracdo 25 ug L* e 5.92% para
uma amostra com concentragdo de chumbo igual a 12.56 pug L. Os valores
obtidos demonstam boas precisbes (RSD<20%) e, considerando isto,

apresentam capacidade de reprodurzirem os resultados encontrados.

V.2 APLICACAO DO METODO

O método proposto foi aplicado em 16 amostras de medicamentos de
suplementos de ferro e os valores encontrados estéo listados na Tabela 2. A
Tabela 2 mostra os valores encontrados empregando a determinagéo por
espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite e espectrometria de

massas com plasma indutivamente acoplado. Os nomes comerciais das
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amostras analisadas estdo camuflados com siglas para preservacdo da

identidade dos medicamentos.

Tabela 2 - Resultados encontrados na determinagéo de chumbo empregando
GFAAS e ICP-MS

AMostra Resultados empregando Resultados empregando ICP-MS
GFAAS (ug g) £5 (Mg g xd

BRA-LOM <0,041 <0,016
BRA-ANS1 <0,041 <0,016
BRA-FOL 0,153 £ 0,019 0,168 + 0,006
BRA-ANS2 0,096 * 0,005 0,099 + 0,003
BRA-SULX 0,161 + 0,021 0,170 + 0,013
BRA-COM 0,534 + 0,066 0,580 = 0,055
BRA-ANX <0,041 0,018 + 0,002
BRA-FER <0,041 <0,016
BRA-NEU 2,980 0,279 2,830+ 0,575
BRA-SULJ 0,787 = 0,078 0,737 = 0,032
BRA-FOR 5,940 * 0,027 6,290 + 0,041
BRA-VIT 7,068 + 0,199 6,953 + 0,081

GFAAS - Espectrometria de absorcao atémica com forno de grafite
ICP-MS — Espectrometria de massas com plasma indutavamente acoplado

0 - desvio padrdo
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O objetivo da determinacéo por ICP-MS foi avaliar a exatiddo do méetodo
analitico, buscando valores que ndo exibissem diferencas estatisticamente
significativas. O método de regressdo linear foi usado para comparar 0s
resultados obtidos entre as duas técnicas empregadas e a equagcao expressa

com intervalos de confianca foi:
[ICP-MS] =1,01+0,05 [ETAAS] - 0,01£0,15, r=0,9975

Estes resultados demonstram que a inclinacdo e o intercepto calculado
nao diferem significativamente a partir do “ideal” valores de 1 e O
respectivamente, evidenciando que ndo ha uma diferenca sistematica entre os
valores obtidos pela determinacéo de chumbo empregando GHFAAS e ICP-MS.
Os valores obtidos permitem inferir que se for avaliada a duragéo do tratamento
para anemia, 0s mesmos precisam ser considerados. A Farmacopeia dos
Estados Unidos estabelece que valores de Pb superiores a 0,5 pug g* em
medicamentos sdo valores elevados e podem ser prejudiciais. Quatro das
dezesseis amostras analisadas possuem valores acima do maximo estabelecido

e podem trazer toxicidade.
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Figura 2 — Grafico de barras de comparacao entre a quantidade maxima

permitida (rosa escuro) para o0 medicamento e a quantidade encontrada (lilas).

Para melhor visualizacdo, os resultados foram organizados no grafico
exibido pela figura 2, onde foram construidas barras que comparam a
concentracdo maxima de chumbo permitida, segundo a legislacdo da
farmacopeia, em rosa escuro (equivalente a 0,05 pug g') e a concentracéo
encontrada nas amostras analisadas, em lilas. Esse grafico permite inferir que
cinco, das doze amostras analisadas possuem valores de concentracfes de

chumbo acima do valor méximo permitido pela legislagdo da farmacopeia.
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VI. DISCUSSAO

VI.1 A EFICACIA DO METODO DE DETERMINACAO UTILIZADO

O método utilizado para determinacdo dos valores de chumbo foi
empregado considerando sua aplicabilidade analitica, sua confiabilidade quimica
e sua sensibilidade para determinagéo. Os parametros obtidos demonstraram

gue o método é confiavel para tal determinacdo do metal pesado.

VI.2 VALORES OBTIDOS E OS LIMITES MAXIMOS PERMITIDOS

A Farmacopeia norte-americana estabelece 0,5 pg g* como valor maximo

permitido e os valores obtidos sdo discutidos adiante.

As amostras BRA-LOM, BRA-ANS1l, BRA-ANX e BRA-FER
demonstraram valores indetectaveis para o método utilizado, ndo podendo assim
serem considerados confiaveis para inferir quantidades reais. E interessante
salientar que os a sensibilidade do método é cerca de dez vezes menor do que
o valor maximo permitido pela Farmacopeia, o que garante uma seguranc¢a do

estudo frente aos valores que seriam encontrados.

As amostras BRA-FOL, BRA-ANS2 e BRA-SULX tinham valores
detectaveis pelo método, mas menores do que o0s valores mMAaximos
estabelecidos para a Farmacopeia. E importante frisar que mesmo com essas
doses encontradas e levando em consideracdo as tomadas diarias, deve-se

manter o controle sobre o0 uso dessas drogas.

As amostras BRA-COM, BRA-NEU, BRA-SULJ, BRA-FOR e BRA-VIT
todas possuem valores maiores do que 0 maximo estabelecido pela
Farmacopeia. E importantissimo considerar os valores que possivelmente seréo
ingeridos nas doses, que, a depender da droga utilizada e do seu esquema

posologico podem ser prejudiciais. Por exemplo, a ingestao de BRA-VIT, por trés
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vezes ao dia, mesmo que em sua dose minima, pode ser o suficiente para levar

0 paciente a um quadro de saturnismo.

V1.3 POSSIVEIS RISCOS DOS VALORES OBTIDOS A SAUDE HUMANA

As drogas com maiores quantidades de chumbo, podem causar uma
doencga que é conhecida como saturnismo, caracterizada pela intoxicagdo por
chumbo. Como a dose utilizada € mantida por um periodo minimo de 06 meses,
afim de garantir a reconstituicdo dos estoques de ferritina, a bioacumulacéo de

chumbo pode ser prejudicial.

Essas alteracfes que podem ser bioquimicas, que inicialmente pode ser
agudas com tendéncia a cronificacdo haja vista o tempo de uso, varia de acordo

com o sistema afetado.

No sistema gastrointestinal vdo surgir célicas saturninas, no sistema
neuromuscular, o chumbo promove uma desmielinizagcdo cursando com paralisia
saturnina. O paciente com uso de medicacdo por muito tempo tem tendéncia a

desenvolver encefalopatia por chumbo.

No sangue vao surgir pontilhados basdéfilos nos eritrocitos levando a um
novo quadro de anemia que era objetivo do uso da droga, sendo microcitica e

hipocrémica.

O chumbo ainda vai alterar o sistema cardiovascular, causando miocardite
crdnica, hipotonia e hipertonia levando a hipertensao arterial. Ainda evolui lesédo

renal ha nefrite intersticial reversivel.
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VIl. CONSIDERACOES FINAIS

A espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao eletrotérmica
demonstrou ser eficaz para determinacdo de chumbo nos medicamentos
utilizados no tratamento da anemia ferropriva. O método proposto apresentou

boa precisdo, exatidao (a partir da analise por ICP-MS) e sensibilidade.

Os medicamentos utilizados no tratamento da anemia ferropriva precisam
de analises mais aprofundadas considerando as diversas possibilidades de
obtencdo - baratas, cabe ressaltar - e por serem vendidos em larga escala, sem

esquecer a distribuicdo gratuita, para criancas.

N&o estabelecer limites maximos permitidos para metais e metaldides em
produtos farmacéuticos funciona como uma porta para a nao preocupacao dos
laboratorios enquanto produtores de medicamentos. Visando o lucro,
inicialmente e, obedecendo aos critérios minimos da ANVISA, contaminantes

podem chegar aos medicamentos sem um conhecimento prévio destes.

Das amostras analisadas, cinco apresentam valores de chumbo
superiores ao maximo estabelecido pela Farmacopeia norte americana. Isso
permite inferir que os medicamentos possuem contaminacées de chumbo que,
em uma amostra chega a ser até 10 vezes maior que o estabelecido pela

Farmacopeia consultada.

A Farmacopeia brasileira precisa incluir valores maximos em produtos e
ndo somente valores maximos permitidos para a ingestdo, pois deve-se
considerar que a posologia medicamentosa leva em consideragédo o tempo de

tratamento, bem como o alvo terapéutico.
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VIll. SUMMARY

In this work is presented the development of a analytical strategy for investigate
the lead content in medicines used in the anemia ferropriva treatment
commercialized in Brazil. For investigation, was developed an analytical strategy
utilizing electrothermal atomic absorption spectrometry. In this study, performed
in Research group of Chemistry and Chemometrics in Federal University of
Bahia — UFBA, fourteen commercial samples of medicines largement utilized for
anemia treatment were selected, being samples of liquid medicines and solid
medicines samples (in tablets). The method was validated or according with
International United of Pure and Applied Chemistry and the International
Harmonisation Conference of Technical Requirements for medicines samples.
The obtained values were calculated with National Agencia of Sanitary Vigilance.
As not exist a regulamentation in Brazilian Pharmacopoeia for the lead values,
for the analysis type, considering the risk of ingested inorganic impurities during

large time, as is the case of anemia.

Keywords: Toxicology Analysis, Lead, Ferroprive Anemia.
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