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RESUMO

Os fitoterapicos tém sido utilizados desde a antiguidade para o tratamento de uma gama de
enfermidades e a comercializagdo destes produtos encontra-se em expansao em todo o mundo.
No Brasil tendo em vista a ampla diversidade de plantas existentes, o governo vem
incentivando o aumento do mercado destes produtos. Como precaucdo deve-se avaliar sua
seguranca e eficacia sendo este procedimento de suma importdncia para a salde publica.
Assim, com o0 objetivo de avaliar microbiologicamente os medicamentos fitoterapicos
derivados de dez espécies vegetais com maior nimero de registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria e com maior comercializacio e relevancia para o Sistema Unico de Sadde -
SUS, o presente estudo utilizou como pardmetros a contagem total de bactérias aerdbias,
contagem de bolores e leveduras, contagem total de outras enterobactérias e a identificagdo dos
micro-organismos. Os resultados das contagens revelaram que 80% do total das amostras
avaliadas estavam insatisfatorias em relagdo aos limites estabelecidos pela Farmacopéia
Brasileira. Foram identificadas dezenove spécies diferentes de micro-organismos que se
dividiam em dezessete espécies de bactérias e duas de fungos. A comparagdo dos resultados
com estudos anteriores permite a conclusdo que a contaminagdo em fitoterapicos é um
problema que vem persistindo ao longo do tempo. E queomonitoramentomicrobioldgicofornece
baseparaacOes de Vigilancia Sanitaria tornando-se assim uma ferramenta util paramelhorar a

qualidade egarantiraseguranca e aeficaciadestesprodutos.

Descritores: Avaliacdo Microbioldgica de fitoterapicos. Contaminacdo de fitoterapicos.

Controle de qualidade. Contaminagdo microbioldgica de medicamentos.



ABSTRACT

The phytoterapics have been usedsince antiquityto treatarange ofillnessesand marketingof these
productsisgrowingworldwide. In Brazilin view of thewidediversity ofexistingplants, the
government is encouraging the growthof themarket for these products. As a precautionyou
should evaluateits safety and efficacyofthis procedureiscritical topublic health.Thus,in orderto
assessmicrobiologicallyherbal medicinesderived fromtenplant specieswith the highest
numberofrecord in theNational Agencyfor Sanitary Vigilanceand greatermarketingand
relevance to theHealth System-SUS, this study usedas parametersto counttotalaerobic bacteria,
yeastandmold count, total count ofenterobacteriaandotheridentification ofmicro-organisms. The
results of thecountsrevealed that80% of unsatisfactorysampleswereevaluatedin relationto the
limits establishedby the Brazilian Pharmacopoeia. Were identifiedtwenty-onedifferent species
ofmicro-organisms were divided intonineteen species ofbacteria andtwofungi. Comparisons of
results with previous studies support the conclusionthat thecontamination inherbal
medicinesisaproblem thathas persistedover time. And thatprovidesthebasis formicrobiological
monitoringhealth surveillancethus becomingauseful toolto improvequality and ensurethe safety

and efficacyof these products.

Keywords:Microbiologicalevaluationof herbal medicines. Contaminationof herbal

medicines. Quality control.Microbial contamination ofmedications.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos imemoriais 0 homem procura na natureza recursos para melhorar
sua condicdo de vida, consequentemente aumentando suas chances de sobrevivéncia. O
uso de plantas para alimentacdo humana sempre existiu e com 0 passar do tempo as
civilizagOes primitivas perceberam sua outra finalidade, estas ao serem experimentadas
no combate a doencas mostraram um potencial curativo, mesmo que empiricamente,

demonstrando um maior ou menor grau de toxidez (FERREIRO, 2006).

Como resultado desde processo as plantas denominadas medicinais tém sido
utilizados desde a antiguidade para o tratamento de uma gama de enfermidades, logo,
referéncias histdricas descrevem o uso de plantas medicinais em praticamente todas as
antigas civilizagdes, sendo considerada a primeira citacdo a obra chinesa Pen Ts'ao ("A
Grande Fitoterapia™), de Shen Nung, que remonta a 2800 a.C.(TOMAZZONI,
NEGRELLE, CENTA, 2006). No Brasil a utilizacdo de plantas medicinais como forma
terapéutica deu-se através da assimilagdo dos conhecimentos indigenas com a
contribuicéo da cultura trazida por escravos e imigrantes, o que resultou no surgimento
de uma medicina popular rica e original, no qual o emprego de plantas medicinais ocupa
um lugar de destaque (GUERRA et al., 2007).

A maioria dos medicamentos comercializados atualmente origina-se de produtos
naturais, em especial as plantas. Estima-se que cerca de 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica moderna foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir
de fontes naturais, sendo 25% de espécies vegetais. Entre os anos de 1989 e 1994 cerca
de 200 medicamentos aprovados pela agéncia reguladora americana de controle de
medicamentos e alimentos (FDA) foram desenvolvidos através de produtos naturais
(PAIXAO et al., 2004).

Por definigdo, denominam-se plantas medicinais aquelas que sdo tradicionalmente
utilizadas pela populagdo para prevenir, aliviar ou curar enfermidades. Ap0s passarem
por processamento ddo origem a um tipo especial de medicamento, os fitoterapicos
(CARVALHOEet al., 2007). De acordo com a legislacdo sanitaria, fitoterapicos sao

medicamentos produzidos utilizando exclusivamente matérias-primas ativas vegetais,
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(extrato, tintura, Oleo, cera, exsudato, suco e outros), caracterizados pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso. Como todos os medicamentos, devem oferecer
garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composi¢éo padronizada e
seguranca de uso para a populagdo. Desta classe de medicamentos excluem-se os que
em sua composi¢do contenham substancias ativas isoladas, de qualquer origem e as

associacOes destas com extratos vegetais (BRASIL, 2010).

No Brasil, estima-se haver em torno de 120.000 espécies de plantas superiores e,
devido a esta ampla diversidade de espécies vegetais e a riqueza étnica cultural
brasileira, as plantas medicinais ocupam uma posicao de destaque na medicina popular
para o tratamento de diversas doencas. A comercializacdo de produtos fitoterapicos
encontra-se em expansdo em todo o mundo em razdo de diferentes fatores como: o alto
custo dos medicamentos sintéticos, insatisfagdo com os resultados obtidos em
tratamentos com a medicina convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados
pelo uso abusivo e/ou incorreto dos medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos
medicamentos e a medicina institucionalizada, modismo e a crenca popular da auséncia
de efeitos adversos destas formas terapéuticas (HEINZMANN, BARROS, 2007;
CALIXTO; 2003).Porém preparacbes derivadas de plantas, ao contrario do senso
comum que atribuem a isenc¢do de efeitos nocivos, podem conduzir a diversos tipos de
danos a saude como reacdes alérgicas, efeitos adversos e reacdes toxicas. (ERNST,
PITTLER, 2002; CALIXTO, 2000; DE SMET, 2004; PITTLER, SCHMIDT,ERNST;
2005; VARANDA, 2006; TURILLA, NASCIMENTO, 2006).

Anualmente, no mundo, o mercado consumidor de produtos fitoterapicos
movimenta cerca de 22 bilhGes de ddlares (PINTO et al., 2002; YUNES, PEDROSA,
CECHINEL FILHO, 2001). No Brasil, no periodo de novembro de 2003 a outubro de
2006, este faturou R$ 1.840.228.655,00 com a venda de 122.696.549 unidades
farmacéuticas Estes valores referem-se a fitoterapicos industrializados, ndo incluindo
produtos provenientes de plantas medicinais, drogas vegetais, fitoterapicos manipulados
ou produtos registrados como alimentos e cosméticos na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Estas cifras refletem o grande volume de vendas
devido ao custo reduzido, auséncia de patente e a preferéncia dos consumidores por
tratamentos “naturais” (FREITAS, 2007).
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Dados sobre consumo, obtidos na Organizacdo Mundial da Saude (OMS), indicam
que 85% da populacdo mundial utiliza as plantas medicinais para tratar da saude. Em
paises em desenvolvimento, 85% das pessoas dependem da medicina complementar
para atenderem suas necessidades basicas, neste tipo de medicina esta incluida praticas
de fitoterapia. (SOLER, 2000). A utilizacdo de produtos fitoterapicos tem uma grande
relevancia socioeconémica nas populacbes de baixa renda dada a sua alta
disponibilidade, baixo custo e/ou sem énus se comparados aos medicamentos alopaticos
(GUERRA et al.; 2007).

Quanto ao consumo nacional, dados indicam que na regido oeste do Rio Grande do
Norte em todos os municipios pesquisados (Campo Grande, Caraubas, Martins e
Umarizal) a populagdo utiliza fitoterapicos e 65% dos entrevistados que usaram estes
medicamentos pela primeira vez continuam usando-os (GUERRA et al.; 2007). Em
estudo realizado com pacientes do programa de geriatria do ambulatorio do Hospital
Universitéario de Brasilia demonstrouum consumo de plantas medicinais e fitoterapicos
por 83,9% dos pacientes sendo citadas 106 espécies de plantas diferentes (PEREIRA,
2008).

Em virtude da expressividade deste comércio e do consumo, em junho de 2006 foi
sancionada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esta tem por
objetivo garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional (BRASIL, 2006). Como
consequéncia no ano de 2009, o Ministério da Saude incluiu 71 plantas medicinais a
lista de espécies que poderdo ser utilizadas como medicamentos fitoterapicos pelo
Sistema Unico de Sadde, o SUS (BRASIL, 2009). Neste mesmo ano, oito fitoterapicos
foram incluidos no Elenco de Referéncia Nacional de Medicamentos e Insumos
Complementares para Assisténcia Farmacéutica na Atencdo Béasica (BRASIL, 2009).

Entretanto, o aumento da demanda, associado a falta de fiscalizacdo no processo
produtivo pode resultar em medicamentos sem condi¢cdes adequadas de uso, sem
garantia da qualidade, seguranca e eficiéncia fundamentais para a recuperagdo ou
preservacdo da saude do consumidor (FARIAS, 1985; CALIXTO, 2000; DE SMET,
2004; ZARONI et al.,2004). A qualidade microbiolédgica constitui um dos atributos
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essenciais para o seu desempenho adequado, principalmente em relacdo a seguranca,
eficacia e aceitabilidade destes produtos. Falha nas medidas preventivas e de controle
do processo de fabricagdo pode resultar em produtos inadequados ao consumo. A
contaminacdo microbiana pode levar ao comprometimento do desempenho do produto
devido a quebra da estabilidade da formulacdo, alteracdo das caracteristicas fisicas e
aparéncia e levar a inativacao dos principios ativos e excipientes da formulacdo e ainda,
causar a perda de confianca na empresa. Além disso, a administracdo de produtos
contaminados pode agravar quadros clinicos de pacientes j& debilitados por
doengas.(PINTO, KANENKO ,OHARA, 2003).

A seguranca e eficacia dos produtos fitoterapicos sofrem influéncia de vérios fatores
que incluem a matéria-prima, controle do processamento, forma farmacéutica, bula,
embalagem e propaganda. Sob a andlise microbioldgica, varias pesquisas constataram
que os produtos analisados apresentaram niveis de contaminacédo elevados tornando seu
consumo um problema de saude publica (FICHER, 1992; BUGNO et al., 2005;
ZARONI et al., 2005, ZARONI et al., 2004; MELO et al., 2007).

Neste contexto, a vigilancia sanitéria por ser o seguimento da saude responsavel por
eliminar, diminuir ou prevenir os riscos a saude e intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producdo, circulacdo de bens e prestacdo de servicos
de interesse da saude, encontra-se dentro das suas competéncias o controle de qualidade
de produtos com finalidades terapéuticas (BRASIL, 1990). A qualidade microbioldgica
de fitoterapicos é definida por padrdes microbianos descritos em compéndios oficiais e
normas regulamentadoras estabelecidas de ANVISA. Limites maximos de presenca de
microorganismos no produto e dentre estes, auséncia de determinados patdgenos estdo
estipulados (PINTO, KANENKO, OHARA, 2003).

Assim, este estudo destina-se a contribuir para ampliacdo do conhecimento sobre a
qualidade dos fitoterapicos comercializados no Brasil de relevancia para o Sistema
Unico de Saude, uma vez que, existem poucos estudos sobre avaliacio microbioldgica

de fitoterapicos na forma medicamentosa.
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1.1 FITOTERAPIA E SISTEMA UNICO DE SAUDE (SUS):

A insercdo da fitoterapia ao sistema de salde brasileiro tem seu marco inicial na
portaria n° 212 de 11 de setembro de 1981, do ministério da saide que determinou o
estudo de plantas medicinais como prioridade na investigacdo em saude (BRASIL,
1981).

Em 1982, a Central de Medicamentos (CEME), criou um programa de pesquisa
de plantas medicinais, que possuia a finalidade de desenvolver uma terapéutica
alternativa e completar, promovendo o embasamento cientifico dos medicamentos
fitoterapicos através de estudos do valor farmacoldgico de formulacGes de uso popular
(BRASIL, 1982).

Em continuidade a este processo a 8* Conferéncia Nacional de Saude
recomendou a introducdo de praticas alternativas a assisténcia a saide no ambito nos
servicos de salde possibilitando ao usuério a escolha da forma terapéutica preferida
(CONFERENCIA NACIONAL DE SAUDE, 1986).

A Comissdo Interministerial de Planejamento e Coordenagcdo — CIPLAN, em
1988, através da resolucdo CIPLAN n° 8 regulamentou a implantacdo da fitoterapia nos
servicos de saude e criou procedimentos e rotinas relativas a sua pratica nas unidades
assistenciais médicas (BRISIL,1988).

A realizagdo da 102 Conferéncia Nacional de Saude demonstrou através do seu
relatério a necessidade de incorporacdo ao SUS de préticas de saude, entre elas a
Fitoterapia e que o Ministério da Saude deveria fomentar incentivo a Fitoterapia na
assisténcia farmacéutica publica e elaborar normas para sua utilizacdo
(CONFERENCIA NACIONAL DE SAUDE, 1996).

A primeira proposta de uma Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos ocorreu no ano de 2001, que visava: tornar pablicas e expressas as
intencdes do Governo; permitir o acesso da populacdo em geral e dos formadores de
opinido em particular a discussdo das propostas de Governo; orientar no ambito

governamental o planejamento de programas, projetos e atividades; funcionar como
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orientadora da acdo do Governo, reduzindo os efeitos da descontinuidade administrativa

e potencializando os recursos disponiveis (AMARAL, et al., 2006).

No ano seguinte, a OMS estabeleceu que fosse criado mecanismos normativos e
legais necessarios para promover a medicina complementar e manter as boas praticas, e
que o acesso fosse equitativo e estivesse assegurada a qualidade, a seguranca e a
eficdcia das terapias. E ainda a garantia dos recursos para a pesquisa, educagdo e
formacgédo (AMARAL, et al., 2006).

Em 2003, o relatério da 122 Conferéncia Nacional de Saude apontou a
necessidade de investimento na pesquisa e desenvolvimento de tecnologia para
producdo de medicamentos a partir da flora brasileira. No mesmo ano ocorreu 0
Seminario Nacional de Plantas Medicinais, Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica
promovido pelo Ministério da Saude que recomendou a inclusdo da Fitoterapia no SUS
(CONFERENCIA NACIONAL DE SAUDE, 2003).

No ano seguinte o Conselho Nacional de Saude aprovou a Resolugédo n° 338.Esta
resolucdo estabelecia a Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica que contempla,
em seus eixos estratégicos, a “definicdo e pactuacdo de agdes intersetoriais que visam a
utilizacdo das plantas medicinais e de medicamentos fitoterpicos no processo de
atencdo a saude, com respeito aos conhecimentos tradicionais incorporados,
embasamento cientifico, adocdo de politicas de geracdo de emprego e renda,
qualificacdo e fixacdo de produtores, envolvimento dos trabalhadores em salde no
processo de incorporacdo dessa opcao terapéutica e baseada no incentivo a producgdo

nacional, com a utilizacdo da biodiversidade existente no Pais (BRASIL, 2004).

Ainda em 2004, a Politica Nacional de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em
Saude incluiu a Fitoterapia como area de interesse, na perspectiva de pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos para tratamento, prevencdo e promog¢éo da satde. A
realizacdo da 12 Conferéncia Nacional de Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica, no
ano de 2005 aprovou 48 recomendacdes, entre elas a implantacdo de programas para
uso de medicamentos fitoterapicos nos servicos de saude (AMARAL, et al., 2006).

Em 2006 ocorreram dois marcos importante para fitoterapia no ambito do SUS,
primeiro a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares para o SUS
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(Portaria n® 971/GM/MS) propbs a implementacdo de agdes e servicos relativos a
Fitoterapia/Plantas Medicinais pelas Secretarias de Saude dos Estados, do Distrito
Federal e dos Municipios nos sistemas de atencdo a satde. O segundo foi a aprovacgéo
da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos através do Decreto n° 5.813.
Esta politica visava o desenvolvimento de toda a cadeia produtiva de plantas medicinais
e fitoterapicos, para atender aos critérios de qualidade, eficacia, eficiéncia e seguranca
no uso ( BRASIL, 2003; BRASIL, 2006).

No ano seguinte os fitoterapicos foram incluidos no Elenco de Referéncia de
medicamentos e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica na atencao
basica em saude, Portaria n°® 3.237/GM/MS (BRASIL, 2007).

A aprovacdo do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(Portaria Interministerial n°® 2960) aconteceu ano de 2008. Este programa definiu acdes,
prazos, recursos, ministérios/orgdos gestores e envolvidos, para o desenvolvimento das
diretrizes da politica e criagdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos. Neste mesmo ano foi publicada a Portaria n° 1.274/GM/MS que institui
Grupo Executivo para o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(BRASIL, 2008; BRASIL, 2008).

No ano de 2009 o numero de fitoterapicos no Elenco de Referéncia Nacional de
Medicamentos e Insumos Complementares para a Assisténcia Farmacéutica na Atencéao
Bésica foi ampliada através da aprovacdo da portaria Portaria n° 2.982/GM/MS
(BRASIL, 2009).

Em 2010 foram publicadas pelo Ministério da Salde duas normas envolvendo
fitoterapicos. A Portaria n°® 1.102/GM/MS, que constitui a Comissdo Tecnica e
Multidisciplinar de Elaboracdo e Atualizacdo da Relagcdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (COMAFITO), e a Portaria n°® 886/GM/MS, que institui a
Farmacia Viva no ambito do SUS (BRASIL, 2010).
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1.2. BREVE HISTORICO DE QUALIDADE DOS FITOTERAPICOS NO
BRASIL:

O inicio dos questionamentos sobre a qualidade dosprodutos fitoterapicos
brasileiros datam das décadas de 30 e 40 (FARIAS et al., 1985). Porém a discussao
sobre estes produtos se intensificou nos Gltimos vinte anos. Quanto a avaliagdo das
plantas medicinais,que sdo matérias-primas para estes medicamentos, foi desenvolvida
no estado de Minas Gerais a analisevinte e sete amostras de camomila procedentes de
farmacias, ervanarias e mercado, abrangendo os parametros de identidade, pureza e
presenca dos constituintes ativos. Foram detectados contaminantes em todas as
amostras, havendo insetos presentes em 63%. Somente cerca de metade das amostras
apresentou Oleos essenciais, necessarios a atividade antinflamatoria da planta. Os
constituintes fenolicos de acdo espasmolitica estavam presentes em somente 20% das
amostras comprometendo assim, sua eficaicia (BRANDAO, FREIRE , VIANA-
SOARES, 1998).

Em Piracicaba, Sdo Paulo, foram analisadas 50 amostras de 18 espécies vegetais
diferentes: Alcachofra (Cynara cardunculus subsp. Scolymus), Boldo-do-chile (Peumus
boldus), Caléndula (Calendula officinali), Carquejoé (Baccharis trimera), Cascara
sagrada (Rhamnus purshiana), Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum), Catuaba
(Anemopaegma arvense), Cavalinha (Equisetum ssp.), Centella asiatica(Centella
asiatica L.), Cravo (Caryophilus aromaticus), Canela (Cinnamomum zeylanicum
Blume), Espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) , Espirulina (Spirulina maxima Setchet
Gardner), Fucus (Fuccus vesiculosus), Ginkgo biloba (Ginkgo biloba L.), Guarana
(Paullinia cupana Kunth), Levedo-de-cerveja (Saccharomyces cerevisiae) , Melissa
(Melissa officinalis), Sene (Cassia angustifélia) e Valeriana (Valeriana officinalis
L)coletadas em cinco estabelecimentos comerciais. Destas 36% das amostras estavam
contaminadas com bolores e leveduras, havendo variagdo de 10! a 4,2 x 10° UFC/g. A
contaminagdo por bactérias mesoéfilas aerobias foi de 58%, com variacio de 10! a 3,4 x
10° UFC/g (PAIXAO, OLIVEIRA , SILVA , 2004).
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No Maranhdo/MA foi realizada andlise de doze espécies de drogas vegetais:
entrecascas do caule aroeira (Myracroduon urundeuva All), folhas de boldo (Peumus
boldusMolina), frutos de cabacinha (Luffa operculata Cogn.), folhas de capim-santo
(Cymbopogon citratus Stapf.), caules aladosde carqueja (Baccharistrimera Less.), partes
aéreas de enxuga (Alternanthera tenella Colla), favasdejuca (Caesalpinia Férrea
Mart.),folhas de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), entrecascasdo caule
de pau-d'arco-roxo (Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb),frutos de roméd (Punica
granatum L.), folhas desene (Senna alexandrina Mill.) e sementes de sucupira
(Bowdichia virgilioides Kunth). A inoculacdo das amostras em meios seletivos para
bactéria (BHI, &gar sangue, agar chocolate e bem) e seletivos para fungos (agar batata e

agar Sauborad dextrose) indicou crescimento de colénias(AMARALet al. , 2003).

Em 2004, 72 amostras de plantas medicinais de sete regiGes do Estado do Parana
foram pesquisadas seguindo a metodologia preconizada pela OMS: contagem de micro-
organismos aerébios viaveis, bolores, leveduras, pesquisa de enterobactérias,
Escherichia coli, Salmonellasp., Staphylococcus aureuse Pseudomonasaeruginosa
resultando na contaminacgédo de 79% das amostras ( ZARONI et al.,2004). Neste mesmo
ano, em Recife, foram examinados produtos a base de boldo, ginco e pata-de-vaca
verificando-se a pureza, adequacdo das bulas e rotulos a legislacdo vigente. Todas as
bulas e rotulos das amostras de boldo e pata de vaca e cinco de ginco continham erros e
falta de informacGes. Quanto a impurezas todas de boldo, cinco de pata de vaca e uma

de ginco foram reprovadas (MELO et al.,2004).

Com o objetivo de avaliar a qualidade de produtos a base de plantas medicinais,
dez amostras de Castanha-da-india (Aesculus hippocastanum), onze de capim-liméo
(Cymbopogon citratus) e seis de centella ( Centella Asiatica L.) foram pesquisadas.As
amostras eram provenientes de industrias de varias partes do pais, porém
comercializadas em farmécias da cidade do Recife. Foram avaliadas as caracteristicas
organolépticas, autenticidade e a pureza dos produtos, além das informagGes técnico-
cientificas nos rotulos e/ou bulas, com reprovagdo de 59,02% das amostras quanto a

pureza e 92,59% em relacdo a informac6es dos rotulos e bulas (MELO et al.,2007).

Estudos sobre a qualidade das plantas medicinais sdo de extrema importancia,

uma vez que sdo materia-prima para a fabricacdo de fitoterdpicos e a sua contaminagédo
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pode propagar-se para as fabricas e produtos finais. Sendo de elimina¢do muito dificil,
estes micro-organismos podem originar doencas ou causar a deterioracdo dos
medicamentos (KARANAM et al., 2008).

Na avaliacdo de drogas vegetais, foram coletadas dez amostras comercializadas
livremente na cidade de Londrina/PR. Verificando-se a qualidade microbioldgica antes
e apés o processo de infusdo, constataram cargas de microorganismos aerobios
mesofilos variando entre 1 X 10% a 1 X 10" UFC/g, leveduras de 4 X102 a 4 X 103UFC/g
e presenca de enterobactérias em uma das amostras. Nos infusos a carga de micro-
organismos aerobios mesofilos e bolores e leveduras foram menores e ndo houve
presenca de enterobactérias (FURNANETO, MARINS e ENDO, 2003)

Bugno e colaboradores (2005) avaliaram 91 amostras provenientes de 65
espécies vegetais distintas, 58,5% das amostras apresentaram indices contaminacdo por
bactérias superiores aos recomendados na farmacopéia brasileira e 63,1% apresentaram
contaminagdo por fungos. Os autores, mediante este resultado, sugeriram medidas

regulatdrias e educacionais que pudessem garantir a qualidade destes produtos.

No ano de 2007 foi desenvolvido um trabalho de controle de qualidade de
drogas vegetais comercializadas em farméacias de manipulacdo de Maringa de acordo
com os parametros de avaliacdo oficiais com a finalidade de averiguar o atendimento da
legislacdo vigente. Dentre as amostras examinadas 28,3% foram reprovadas, em
parametros relacionados a pureza, identidade e qualidade quimica, apontando para
problemas especificos relacionados a qualidade da matéria-prima utilizada nas
farmacias de manipulacdo (TOBIAS et al., 2007).

Em relacdo a avaliacdo da adequacdo técnica da industria de medicamentos
fitoterapicos, averiguou-se que 29,2% estavam classificadas como satisfatérias; 10,4%
satisfatorias, porem com restrigdes; 6,2% insatisfatorias; 39,6% interditadas e 14,6%
com recomendacOes para cancelamento de processo por ndo cumprirem a RDC n°
210/03, que estabelece todos os requisitos das Boas Praticas de Fabricacdo (ALVES et
al.,2008).

No ano 2010 foi diagnosticado a qualidade microbioldgica de amostras de pata-

de-vaca (Bauhinia forticata), quixabeira (Bumelia sertorum) e umburana (Amburana
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cearensis) no municipio de Currais Novos, RN. Foram quantificados: aerdbios
mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli, bolores e leveduras e Staphylococcus
aureus. Todas as amostras analisadas apresentaram contagens de bactérias do grupo dos
coliformes totais. Escherichia coli foi detectada em 34% das amostras. Niveis de
bolores e leveduras e aerébios mesofilos acima dos recomendados foram observados em
100% e 84% das amostras, respectivamente. Staphylococcus aureus foi detectado em
25% das amostras. Os niveis de contaminacgéo registrados apontam o material analisado
como potencialmente danoso a saide humana (ROCHA, MEDEIROS e SILVA; 2010).

No estado atual do conhecimento sobre a qualidade dos produtos fitoterapicos no
Brasil, constata-se a existéncia poucos estudos sobre fitoterdpicos na forma de
medicamentos, se somado a elevados indices de contaminagdo das plantas medicinais
que sdo matérias-primas destes produtos e uma inadequacdo das inddstrias no tocante ao

atendimento das Boas Préticas de Fabricacéo.

1.3. FITOTERAPICOS NO AMBITO DA VIGILANCIA SANITARIA:

Vigilancia Sanitaria pode ser compreendida como um conjunto integrado de agdes
legais, técnicas, de pesquisa e de fiscalizacdo, que exerce o controle sanitario das
atividades, da producdo e consumo de produtos visando a protecdo e a promocao da
salde da populacdo. Este conceito de Vigilancia Sanitaria foi ampliado no decorrer do
tempo, com a finalidade de abranger sua multiplicidade de a¢cdes (COSTA, 2001).

As acoes de Vigilancia Sanitaria tém fundamento juridico nas Leis 8.080 e 8.078, a
primeira destaca a vigilancia sanitaria como parte integrante das acdes de protecdo a
salude da populacdo e de competéncia comum das trés esferas do governo: Unido,
Estados e Municipios (BRASIL, 1990). O Cddigo de Defesa do Consumidor, Lei 8.078,
reconhecendo as condigdes de vulnerabilidade do consumidor no mercado de consumo
determinou que os produtos e servigos colocados no mercado ndo poderdo gerar risco a

satde ou a seguranga dos consumidores (BRASIL, 1990).
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Em consequéncia da promulgacéo das leis citadas anteriormente e com a finalidade
de operacionalizar as acbes de vigilancia sanitaria, em 1999, foi criada a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. Em sua lei criadora, considera medicamentos para uso
humano produtos sujeitos a controle e fiscalizagdo sanitaria (BRASIL, 1999). Segundo
a resolucdo RDC n°. 14, de 31 de marco de 2010, que dispde sobre o registro de
medicamentos fitoterapicos, esta classe de produtos é considerada medicamento; assim,
portanto o controle de qualidade destes produtos encontra-se dentro das suas
competéncias (BRASIL, 2010).

Ao consultar a literatura referente a produtos fitoterapicos entre os anos de 1992-
2008, constatou-se um alto indice de contaminacdo de plantas medicinais e a
inadequacdo das industrias de produgdo desse tipo de medicamento quanto aos
requisitos da legislacdo sanitaria vigente, causando questionamentos sobre o risco do
consumo deste pela populacdo. Neste contexto, este projeto destina-se a contribuir para
a ampliacdo do conhecimento sobre a qualidade microbioldgica dos medicamentos
fitoterapicos comercializados no Brasil possibilitando futuras agGes de Vigilancia

Sanitaria.

1.4. ASPECTOS DA LEGISLACAO:

A regulamentacdo dos medicamentos fitoterapicos é realizada pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), uma autarquia federal vinculada ao
Ministério da Saude. Assim, a ANVISA fixa que todo medicamento fitoterapico deve
ser registrado antes da comercializacdo, a fim de que a populacdo tenha acesso a

medicamentos seguros, eficazes e de qualidade comprovada (CARVALHO et al., 2007).

O ato normativo RDCn°® 14/10 dispOe sobre os registros destes medicamentos.
Inicialmente, esta norma define o que séo fitoterapicos e exclui da classe os que, em sua
composicao incluam substancias ativas isoladas, de qualquer origem e as associa¢oes
destas com extratos vegetais. Determina todos 0s requisitos necessarios para a

concessdo do registro e dentre as exigéncias encontram-se a avaliacdo da matéria-prima,
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dos derivados da droga vegetal e o produto final. Para a obtencéo do registro, ainda, faz-
se necessario certificado de Boas Praticas de Fabricacdo e relatério completo de
producdo. Para tal a industria deve atender os critérios da RDCn® 17/10 (BRASIL,
2010; BRASIL, 2010).

A RDC n°14/10 preconiza que os fitoterapicos devem ter comprovacao de eficacia e
conhecimentos dos riscos de seu uso, reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.
Sua eficicia e seguranga podem ser comprovadas através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentacbes tecnocientificas em publicacdes ou
ensaios clinicos fase 3. Os levantamentos etnofarmacoldgicos sdo a demonstracdo da
eficacia e seguranca do produto por meio da comprovacgdo do uso por um periodo igual
ou superior a 20 anos. Nesse caso, é necessario considerar o periodo de uso proposto
para 0 medicamento, que deve ser episodico ou curto e uma busca detalhada por

substancias quimicas potencialmente tdxicas ao usuario (BRASIL, 2010).

A comprovacdo através de literatura tecnocientifica é obtida por meio de
atribuicdo de pontuacdo contados a partir da apresentacdo de estudos farmacoldgicos e
toxicologicos com base na literatura descrita na “Lista de Referéncias Bibliograficas
para Avaliagdo de Seguranca e Eficicia de Fitoterapicos”, publicada na Instrucao
Normativa n° 5 (BRASIL, 2008). A corroboragdo por meio da realizacdo de testes pré-
clinicos e clinicos até a fase 3, segue as orientacbes RE 90/04 para estudos de
toxicidade aguda, cronica e sub-crénicos, 0s ensaios clinicos seguem as orientacdes do
Conselho Nacional de Satde (BRASIL, 2004).

Ha uma Lista de Registro Simplificado de Fitoterapicos para os quais sao
dispensados a comprovacao de eficacia e seguranca, desde que o solicitante do registro
siga os parametros especificados na lista citada como: parte da planta, forma de uso,
quantidade de marcador, indicagdes, via de administracdo, dose diaria e restricdes de
uso. A ANVISA ainda estabelece critérios para realizacdo de alteragdes, inclusdes,
notificagdes e cancelamento pos-registro de fitoterapicos através RE n° 91/04 (BRASIL,
2004).A  RDC n° 95/08 institui o texto padronizado para bula medicamentos
fitoterapicos, (BRASIL, 2008)

Existem outras normas que dispdem sobre a producéo, regulamentacao e registro

de medicamentos, incluindo os fitoterapicos: a RDC n°71 dispde sobre regras para a
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rotulagem de medicamentos, a RDC n° 138 estabelece o enquadramento nas categorias
de venda, a RE n° 899, define o guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos. ARDC n°333 e a RDC n° 96, de 17/12/2008, dispde sobre a propaganda,
publicidade, informac&o e outras praticas cujo objetivo seja a divulgacdo ou promocao
comercial de medicamentos(BRASIL, 2009, BRASIL, 2004; BRASIL, 2003, BRASIL,
2008, BRASIL, 2003).

No ano de 2006, o Presidente da Republica sancionou o Decreto 5.813 que
aprova a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, visando fomentar a
criacdo de opcdes terapéuticas aos usuarios, construcdo dos marcos regulatérios para
producéo e distribuicdo, desenvolvimento de tecnologias e inovagdes nas diversas fases
da cadeia produtiva. Essas acGes tém como objetivo principal garantir a populacéo
brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo 0 uso sustentdvel da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia
produtiva (BRASIL, 2006).

A funcdo da regulacdo é a protecdo do consumidor impedindo que
medicamentos ineficazes, de qualidade duvidosa e nocivos entrem no mercado
causando maleficios a saude, como: agravo das doengas, fracassos terapéuticos ou
morte do paciente. Neste contexto, o papel da ANVISA é primordial como agéncia
reguladora, prevenindo riscos a salde da populacdo pela promulgacdo de legislacbes
criteriosas. Com fitoterapicos seguros no mercado os profissionais da salde estardo
mais propensos a prescricdo e a populagdo a um uso racional desta modalidade

terapéutica.
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2. OBJETIVOS:

Avaliar microbiologicamente os aspectos higiénico-sanitarios dos medicamentos
fitoterapicos derivados de dez espécies vegetais com maior nimero de registro na
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e de maior comercializagdo com relevancia
para 0 SUS. Como conseqliéncia contribuir para a prevencdo de danos a saude pelo

consumo de produtos contaminados.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e ldentificar dentre os fitoterapicos incluidosno Elenco de Referéncia de
medicamentos e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica
na atengdo basica em salde, 0s que possuiam uma maior comercializa¢do
no mercado brasileiro.

e Quantificar a presenca flngica e bacteriana nos medicamentos
fitoterapicos analisados com a finalidade de determinar a qualidade dos
mesmaos.

e Identificar os fungos e bactérias presentes nos medicamentos

fitoterapicos analisados
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3. METODOLOGIA:

A metodologia foi utilizada em concordancia com os POPs - Procedimentos
Operacionais Padronizados: Verificacdo da capacidade inibitéria de Produtos ndo
Estéreis do Departamento de Microbiologia ( POP nimero 65.3210.009), Contagem de
Viaveis Totais em Produtos Farmacéuticos e Matérias-primas de Uso em sua Fabricacao
(POP ndmero 65.3210.010) e Pesquisa de patdgenos em produtos nao-estéreis e
matérias-primas de uso em sua fabricacdo ( POP numero 65.3210.008), todos foram
elaborados por Joana Angélica Ferreira Barbosa (FIOCRUZ, 2009).

3.1. DETERMINACAO DAS AMOSTRAS:

O presente trabalho foi realizado com fitoterapicos nas formas farmacéuticas de
capsulas, comprimidos, solugdes.Para cada espécie vegetal foram analisadas trés
amostras. Uma representativa de cada forma farmacéutica, quanto esta estava disponivel
no mercado. A amostragem foi efetuada em farmacias e drogarias localizadas no estado
do Rio de Janeiro. As trinta amostras de fitoterapicos foram selecionadas com base na
Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS).

As espécies vegetais foram escolhidas com base nos critérios de maior nimero
de unidades farmacéuticas comercializadas no ano de 2006 (FREITAS, 2007) e nimero
de registros na ANVISA no ano de 2008 (CARVALHO; et al., 2008). Sdo elas:Cynara
scolymus,Glycine  max,Mikania  spp.,Passiflora  spp.,Maytenus  spp,Rhamnus
purshiana,Mentha  spp.,Salix alba, Harpagophytum procumbens eUncaria
tomentosa(tabelal).



Tabela 1:ESPECIES VEGETAIS UTILIZADAS NESTE TRABALHO COM O SEU

NOME POPULAR

Espécie vegetal

Nome popular

Cynara scolymus Alcachofra
Glycine max Soja
Mikania spp. Guaco

Passiflora spp Maracuja

Maytenus spp Espinheira-santa
Rhamnus purshiana Céscara-sagrada
Mentha spp Horteld

Salix alba Salgueiro-branco

Harpagophytum procumbens

Garra-do-diabo

Uncaria tomentosa

Unha-de-gato

Fonte: Mistério da Satude (2009)

3.2. MANIPULACAO DAS AMOSTRAS:
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O armazenamento das amostras ocorreu de acordo com as orientacdes dos
fabricantes até o momento da andlise. Antes de processa-las as embalagens foram
inspecionadas cuidadosamente, anotando-se qualquer irregularidade em relacdo ao seu
aspecto. Seguiu-se a desinfeccdo das embalagens com solucdo de alcool etilico 70 %
(V/Iv).

Para analise microbioldgica foram utilizadas aliquotas representativas do
conteddo das amostras. Para produtos comercializados em quantidades superiores a
10gramas, foi coletada uma amostra de 10 gramas para cada um dos ensaios, obtendo 10
aliquotas de 1 grama; em amostras com peso inferior a 10 gramas foram empregados
todo os seus contetidos nos ensaios. Durante o processamento foram aplicadas técnicas
assépticas e ocorreram em cabine de protecdo bioldgica. Apds as preparacdes das
diluicOes estas foram utilizadas até 20 minutos apds o preparo. Todas as amostras foram
avaliadas quanto sua capacidade inibitoria de crescimento microbiano, segundo a
metodologia descrita no POP INCQS numero 65.3210.009, “Verificacdo da capacidade
inibitéria de Produtos ndo Estéreis do Departamento de Microbiologia”(FIOCRUZ,
2009).

Apobs a manipulagdo, as amostras foram submetidas ao método de contagem em
placa (semeadura em profundidade), pois este método pode ser utilizado em quase todos
os tipos de amostras, sendo indicado quando se espera um elevado numero de

contaminantes.

3.3. VERIFICACAO DA CAPACIDADE INIBITORIA:

A verificacdo da capacidade inibitdria seguiu a metodologia descrita no POP
INCQS numero 65.3210.009, “Verificagao da capacidade inibitéria de produtos ndo
estéreis do departamento de microbiologia”(FIOCRUZ, 2009).
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Utilizando crescimentos em agar de caseina-soja, sucedeu-se a preparacdo de
subcultivos em caldo de caseina-soja de cada micro-organismo de referéncia (Candida
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella Typhimurim e
Staphylococcus aureus), servindo-se de uma alga de cromo niquel de 3mm. Todos 0s
micro-organismos foram incubados a 30 — 35° C por 18 a 24 horas, com exce¢do de

Candida albicans que foi incubada a 20 - 25° C por 44 a 52 horas.

Em seguida, foram preparados os indculos, através de dilui¢des decimais de cada
uma das culturas usando o tampé&o de cloreto de sodio-peptona para a obtencdo de uma
suspensdo que continha 100 células vidveis por mL, aproximadamente. Prosseguindo a
inoculacdo de 1 mL de suspensdo de cada micro-organismo no meio de cultura
contendo da amostras. Como controle positivoinoculou-se 1 mL da dilui¢cdo preparada
em outro tubo contendo meio, porém, sem a amostra para servir de controle positivo.
Novamente incubou-se as amostras a 30 — 35° C por 24 horas, com excec¢do de Candida

albicans que foi incubada a 20 - 25° C por 44 a 52 horas.

A presenca de crescimento de micro-organismos frente a amostra indicou a
auséncia de substancias inibidoras, entdo deu-se prosseguimento as analises
microbiolégicas das amostras. A auséncia de crescimento indica a existéncia de
substancias inibitorias, estas foram eliminadas antes das analises microbioldgicas.
Foram utilizados os seguintes métodos: método de diluicdo, método de inativacao,

associacdes entre ambos e método de filtracdo por membrana.

3.4. PREPARO DAS AMOSTRAS:

O tratamento das amostras adequou-se as suas caracteristicas fisicas, com o

intuito de obter uma solugdo uniforme.

No caso de solidos parcialmente sollveis, drageas e comprimidos, as amostras
foram trituradas até a obtengdo de um po6 fino seguido de pesagem de 10 g da amostra.

A este p6 fino adicionou-se 90 ml de caldo de caseina-soja seguida da homogeneizacéo
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vigorosa e de repouso por 30 minutos (diluicdo 1:10). Entdo foram preparadas diluigcdes

sucessivas até 1:100.000 usando o sobrenadante da diluigéo 1:10.

Para solidos sollveis (capsulas) foram mensuradas 10g da amostra, apds isso
foram adicionados 90 ml de caldo caseina-soja e agitados vigorosamente por 15 a 20
minutos para a obtencdo de uma suspensdo uniforme. Na sequéncia preparou-se

diluigBes sucessivas até 1: 100.000.

Para sdélidos soluveis, fluidos, solucdes, suspensdes aquosas, suspensdes
hidroalcodlicas (menos de 30%) mensurou-se 10mL da amostra, onde foram
adicionados 90mL de caldo de caseina-soja e homogeneizados completamente por
agitacdo (diluico 1:10), seguindo com dilui¢cbes decimais até 1:100.000 utilizando o

mesmo meio de cultura.

3.5. EXECUCAO DO ENSAIO:

Contagem bacteriana:aliquotas de 1 ml de cada diluicdo da amostra foram
transferidas para duas placas de Petri e adicionados 15-20 ml de &gar de caseina-soja a
45-50°C. Procedeu-se a homogeneizac¢do por movimentos rotatorios e a solidificacao,
invertendo-se posteriormente as placas e incubando-as a 30-35°C por 48 horas. Caso
ndo ocorresse o crescimento prolongou-se a incubagdo por mais 48 horas. Como o

demonstrado na esquema 1.

Contagem de fungos: transferiu-se, em duplicata, aliquotas de 1 ml de cada
diluicio para placas de Petri e adicionou-se 15-20 ml de Agar de Sabouraud—dextrose
ou agar batata-dextrose acidificado a 45-50°C. O meio foi homogeneizado através de
movimentos rotatorios. Deixou-se solidificar o meio, depois as placas foram invertidas e
incubou-as a temperatura de 20- 25°C de 5 a 7 dias. A exemplificacdo encontra-se na

esquema 2.



33

3.5.1. CONTAGEM DE COLONIAS:

A contagem do numero de colbnias nas placas de agar de caseina-soja, que
apresentou até 300 col6nias de bactérias e nas placas de Sabouraud-dextrose ou &gar
batata-dextrose acidificado com até 100 coldnias de fungos, foi efetuada utilizando um

contador de coldnias, com a seguinte formula:

N= P1+P2 D
2
Onde: N = numerode UFC/1goulmL
D = Fator dadiluicdo utilizada
P1 = Numero de col6nias observadas na placa 1
P2 = Numero de colbnias observadas na placa 2

O resultado foi expresso em unidades formadoras de colbnias (UFC por grama
ou mililitro da amostra) para fungos e bactérias e auséncia ou presenca em 1 grama para

pesquisa de anaerobios.

3.5.2 CONTROLE DO ENSAIO:

Para a garantia dos resultados, em paralelo ao ensaio, envasou-se uma placa com
0 mesmo meio de cultura, porém sem a adicdo da amostra, sendo este controle

submetido as mesmas condigdes da analise das amostras.
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3.6 INTIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS:

Na identificagdo foram inoculados 10 mL ou 10 g da amostra em caldo caseina-
soja e caldo lactosado, encubando-se este material a 35 + 2°C durante um periodo de 24
a 48 horas . Apartir do caldo lactosado realizou-se plaqueamento em agar MacConckey
para a pesquisa de E. coli e outras enterobactérias. Foram transferidos 1 mL para caldo
selenito cistina e 1 mL para caldo Tetrationato, sendo este adicionado 0,1 mL de verde
brilhante e 0,2 mL de iodeto de potéssio. O acréscimo destes reagentes facilita o
crescimento de Salmonella sp. através da inibicdo do crescimento de outros micro-
organismos. Estes caldos foram incubados 35 + 2°C durante um periodo de 24 a 48
horas. No caso de crescimento as colénias foram isoladas em placas de xilose-lisina
desoxicolato (XLD), verde brilhante-vermelho de fenol lactose-sacarose (BPLS) e
bismuto-sulfito (ASB). O caldo lactosado também foi utilizado para pesquisa de outras
enterobactérias através da transferéncia de 1 mL de caldo lactosado para tubo contendo
caldo mossel em seguida foram feitas diluicbes até 1: 1000. Estas diluicdes foram
incubadas por 35 + 2°C durante um periodo de 24 a 48 horas. Findado este periodo foi
feito o plaqueamento por esgotamento em placas de Agar cristal vermelho violeta neuto
bile glicose (VRBG). Havendo crescimento nas diluicbes 1:10 e 1:100 as amostras
eram reprovadas, pois indicava que possuia uma contagem de outras enterobactérias >

que 100,superior ao limite estabelecido (100UFC por 1 grama de produto).

Através do crescimento em caldo caseina-soja fez-se o plagueamento em agar
cetrimida (especifico para P. aeruginosa), agar Vogel-Johnson (especifico para S.
aureus) e agar caseina-soja (para pesquisa de outros micro-organismos). Estas placas
foram incubadas 35 + 2°C durante um periodo de 24 horas.

Os testes bioquimicos realizados seguiram a metodologia do POP (Procedimento
Operacional Padronizado) ntimeros 65.3210.008 e segundo o “Manual of Clinical
Microbiology” (MURRAY, 2007):

e Bastonetes Gram negativos (fermentadores): Primeiro foi realizada a triagem

através da fermentacdo da glicose , verificagdo da mobilidade e oxidase.
Seguiu-se as provas de utilizagdo do citrato; descarboxilagdo da arginina,

ornitina e lisina; producdo de acetoina (prova de VP-Voges Proskauer);
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producdo de HS; gas na glicose com tubo de Durhan; oxidagdo da xilose,
manitol, arabinose, trealose, sacarose, inositol, raminose, sorbitol, salicina;
reducdo do nitrato; indol e hidrolise da uréia.

e Bastonetes Gram negativos (ndo-fermentadores): A triagem foi realizada através
da ndo fermentacdo da glicose e producdo da enzima oxidase. Provas
bioguimicas realizadas: utilizacdo do citrato; liquefacdo da gelatina; ndo
fermentacdo dos acUcares (glicose, sacarose, manitol, frutose, rhamnose,
trehalose, xilose, galactose, manose e lactose); hidrélise da uréia; hidrolise da
esculina, crescimento em 6% e 6,5% de NaCl; descarboxilagdo da arginina,
ornitina e lisina e reducéo do nitrato.

e Cocos Gram positivos: A triagem foi feita por meio da glicose e catalase.
Provas: fementagdo da frutose, manitol, rafinose, manose, sacarose, Xilose,
teralose, maltose; hidrolise da uréia, descarboxilacdo da arginina; producdo de
acetina,(VP) e VM (vermelho de metila), producdo da enzima coagulase e
reducdo do nitrato a nitrito.

e Bastonetes Gram positivos: A triagem foi efetuada através da catalase. Provas:
utilizacdo do citrato; utilizagdo do D- manitol, D- xilose, D- glicose, D-
arabinose; producéo de acetoina em pH menor que 6 e pH maior que 7 (prova
de VP-Voges Proskauer); observacdo da fermentacdo da glicose com producédo
de gas através do tubo de Durhan, crescimento crescimento em caldo nutriente
com 2%, 5%,7% e 10% de NaCl; crescimento na presenga de lisozima,
lecitianase (egg-yolK); tirosina; decomposicdo da caseina (milk-agar); hidrdlise
do amido, mobilidade; reducdo do nitrato; indol, desaminacdo da fenilalanina e

liquefacdo da gelatina

A pesquisa de Candida albicans abrangeu a verificacdo das caracteristicas
morfoldgicas das culturas, pela observacdo microscopica em corante azul de algodéo
lactofenol, e seguindo-se com identificacdo das culturas que apresentarem células

redondas, ovaladas e com brotamento, através de provas bioquimicas complementares.

A identificacdo de Aspergillus parasiticus ocorreu a partir da observacdo nas
placas de &gar Sabouraud-dextrose ou agar batata dextrose, utilizadas na contagem de
fungos, o desenvolvimento de colbnias grandes com crescimento radial, micélio aéreo

de coloracdo inicialmente branca, tornando verde oliva e submeté-las a observagdes
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macro e micromorfologicas que identificam os fungos filamentosos(MURRAY et al.,
2007).

Esquema 1: Contagem de bactérias aerdbias totais

1 mL da Diluicéo

(em duplicata)

Placas de Petri

15 mL — 20 mL de Agar - caseina soja
(45 - 50 °C)

Homogeinizagéo

Solidificacdo

Incubar 30 — 35 °C (48 Horas)




Esquema 2: Contagem de bolores e leveduras.

1 mL da Diluigao

(em duplicata)

Placas de Petri

15 mL — 20 mL de Agar — Sabouraud —
dextrose ou Agar batata — dextrose
acidificado (45 - 50 °C)

Homogeinizagao

Solidificacdo

Incubar 20 — 25 °C (5 - 7 dias)

37
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO :

41 CONTAGENS DE BACTERIAS AEROBIAS, OUTRAS
ENTEROBACTERIAS, BOLORES E LEVEDURAS:

Neste estudo foram analisadas 30 amostras de fitoterdpicos nas formas
farmacéuticas de capsulas, comprimidos, solucdes e suspensdes. A amostragem foi
efetuada em farmaécias e drogarias localizadas no estado do Rio de Janeiro.

Todas as amostras se mostraram aptas aos ensaios apOs a Vverificacdo da
capacidade inibitéria POP 65.3210.009 (FIOCRUZ, 2010). Apds o processamento das
amostras, os resultados dos crescimentos em placa de Bactérias Aerdbias, Outras
Enterobactérias, Bolores e Leveduras foram expressos através das médias das
contagens. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)
em 1lgrama ou mililitro das amostras, dependendo da natureza destas. Estes resultados
estdo descritos na Tabela 2: Resultados das Contagens de Bactérias Aerdbias, Contagem

de Outras Enterobactérias, Bolores e Leveduras.
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Tabela 2: Resultados das contagens de bactérias aerdbias, outras enterobactérias,
bolores e leveduras.

Bactérias Fungos e Outras
Aerobias Enterobacterias
Amostras Fitoterapico Totais(UFC/mL) | Leveduras(UFC/mL)
(UFC/ mL)

L

N

Cynara scolymus 4,1x10° <10 >103

SN

Harpagophytum <10

procumbens

5
i

(o))
\%
[N
o
C)

Harpagophytum 3,0x10°

procumbens

[e0)

Glycine max 2,5x10° 2,3x 102 >10°

:
i

[N
o

Maytenus spp. 3,8x10° <10 >103

[E
N

Maytenus spp. <10 2,0x10? <10

:
i

[EEN
N

Mentha spp. 2,5x10* 3,0x10? >103

=
(3]

Mikania spp. <10 <10 <10

Y
[ee]

Mikania spp. <10 <10 <10

N
o

Passiflora spp. 9,8 x 10° <10 <10

N
N

Uncaria tomentosa 1,4 x 108 1,3x 108 >10°




Tabela 2: Continuacéo

Bactérias Fungos e Outras
Aerobias Enterobactérias
Amostras Fitoterapico Totais(UFC/mL) Leveduras(UFC/mL)
(UFC/ mL)

Uncaria tomentosa 3,0 x 108 3,2 x 102 >108

Rhamnus purshiana 8,0 x 108 >10°

i

28 Salix alba 2,3x 108 <10 >10°

i

30 Salix alba 5,4 x 107 <10 >10°

‘Das trinta amostras analisadas vinte e duas possuiam contaminacdo por
bactérias aerébias totais, com valores que variavam entre 10* a 10°. Enquanto nove
amostras encontravam-se acima dos padrdes preconizados para fungos e leveduras, com
contaminagdo variando entre 10%a 10%. Em relagdo a contagem total de outras
enterobactérias dezenoves das trinta amostras entravam-se com contaminagdo acima de
103,

Os percentuais de contaminacdo foram muito semelhantes aos encontrados por
Dominique Fischer em 1992, que detectou uma contaminagdo bacteriana de 70% dos
produtos e fangica de 34% (FISCHER, 1992). A comparagdocomo 0s resultados
encontrados em estudo realizado em 2004, na cidade de Piracicaba, no estado de Sé&o
Paulo,tem-se uma contaminagdo por bactérias um pouco menor, 58%, enquanto a
contaminagdo por fungos e leveduras foi novamente em valores percentuais proximos,
34%. Em relagéo aos valores das contagens temos resultados semelhantes no tocante a
fungos e leveduras. O estudo referenciado encontrou uma variacdo de 10! a 4,2 x 10°
UFC/g, enquanto o presente estudo tem uma variagdo entre 1,5 x 102 3,5 x 10° UFC/g.
Porém as contagens de Bactérias Aerdbias Totais foram significativamente maiores no

presente estudo variando entre 2,5 x 10* e 9,8 x 10° enquanto os produtos pesquisados
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em 2004 tiveram a contagem variando entre 10 a 3,4 x 10° UFC/g (PAIXAO,
OLIVEIRA, SILVA; 2004).

Através da comparagdo entre estes trés estudos brasileiros verifica-se um
percentual alto de contaminacdo dos medicamentos fitoterapicos, com uma
contaminacdo fungica média de trinta por cento das amostras. Os valores de bactéria
aerobios totais tiveram uma maior variagdo, porém em todos os estudos a contaminacao
das amostras avaliadas foi superior a 50%, demonstrando uma tendéncia temporal de

elevados indices de contaminacao nesta classe de medicamentos.

Quando comparamos os resultados das contagens com os limites estabelecidos
na Farmacopeia Brasileira constata-se que a maioria das amostras encontra-se fora dos
padrdes estabelecidos que sdo 10000 UFC/ g ou mL para contagens de Bactérias
Aerdbias Totais, 100 UFC/ g ou mL para fungos e leveduras e maior 100 UFC/ g ou
mL para a contagem de Outras Enterobactérias .

Os limites estabelecidos por outras farmacopéias como a Americana, a Européia
e a Britanica possuem os mesmos limites que a Farmacopéia Brasileira, logo, utilizando
tais parametros, estes produtos possuiriam o mesmo percentual de insatisfatoridade ao
determinado pela presente andlise (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002;
EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2008; BRITISH PHARMACOPEIA, 2011; THE

UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2010).

4.2 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS BACTERIAS, BOLORES E
LEVEDURAS ISOLADAS NAS AMOSTRAS DE FITOTERAPICOS:

Na Tabela 3 estédo identificados os micro-organismos isolados de cada amostra

analisada.
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Tabela 3: Identificacdo bioquimica dos micro-organismos isolados nas amostras

de fitoterapicos:

Amostras Fitoterapico Micro-organismos

Cynara scolymus Escherichia coli, Enterobacter cloacae

4 Harpagophytum Auséncia
procumbens

6 Harpagophytum Escherichia coli, Bacillus cereus , Bacillus subtilis,
procumbens Enterobacter aerogenes ,Raoultella planticola

Glycine max Escherichia coli, Serratia marcescens, Cedecea davisae

Maytenus spp.  Citrobacter  freundii,  Cronobacter  sacazakii, |
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Bacillus
circulans, Bacillus sutibtilis

Maytenus spp. Aspergillus parasiticus

14 Mentha spp. Aspergillus  parasiticus,  Enterobacter  cloacae,
Cronobacter sacazakii, Bacillus circulans
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Tabela 3: Continuagéo

Amostras Fitoterapico Micro-organismos
17 Mikania spp. Escherichia coli

Passiflora spp. Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Bacillus cereus
, Bacillus subtilis

Passiflora spp. Staphylococus aureus, Bacillus subtilis

23 Uncaria tomentosa Escherichia coli, Bacillus cereus , Bacillus subtilis,
Candida albicans

25 Rhamnus purshiana
cereus , Bacillus subtilis

29 Salix alba Enterobacter cloacae,Escherichia coli, Bacillus
coagulans

A identificacdo bioguimica de bactérias aerdbias, fungos e leveduras detectaram
um total de 19 espécies diferentes de micro-organismos, das quais 17 eram bactérias e 2
fungos e leveduras. Nas espécies da familia das Enterobacteiaceae encontrou-se:
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Raoultella planticola,
Cedecea davisae, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens, Cronobacter sacazakii,
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Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei, Citrobacter freundii. Esta familiade bactériasGram-
negativas, inclui uma grande variedade de bactérias patogénicas. Estes micro-
organismos encontram-se distribuidos entres plantas, solo, intestinos de humanos e
animais podeno ocasionar uma série de infecgdes em humanos como abcessos,

pneumonia, menigites e septicemia. (KONEMAN, 2001).

A Escherichia coli tem a forma de um bacilo, possui flagelos e pode ser aérobia
ou anaerobia facultativa. Esta espécie de bactéria produz um amplo expectro de
exotoxinas. O seu habitat natural & o lumen intestinal dos seres humanos e de outros
animais de sangue quente. Em seres humanos pode ocasionar uma serie de transtornos a
salde como infeccdo do trato urinério, colecistite, peritonite, meningite, infeccdes de
feridas e gastroenterites (MURRAY et al.; 2006; ALWAKEEL, 2008). Foi identificada
em 15 amotras estudadas (2, 6, 7, 10, 11, 17, 19, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 29 e 30).
Segundo a Farmacopéia Brasileira, Farmacopeia Americana, Europeia e Britanica a
presenca deste micro-organismo € indesejavel em preparacdes orais contendo materia-
prima de origem natural. Escherichia coli. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002;
EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2008; BRITISH PHARMACOPEIA, 2011; THE
UNITED STATE PHARMACOPOEIA, 2010). Dente as espécies da familia
Enterobacteiaceae identificadas, esta é a bactéria mais relacionada a doencas em seres

humanos.

Enterobacter aerogenes foi encontrada em duas das amostras do estudo,
amostras 6 e 3. Caracteriza por responder aos testes bioquimicos como oxidase
negativa, catalase positiva, citrato positivo, indol negativo. E uma bactéria patogénica
causadora de infec¢bes oportunistas, incluindo bacteremia, infeccdes respiratérias, de
pele e tecidos moles, infecgdes do trato urinario, endocardite, infeccdes intra-
abdominais, artrite séptica, osteomielite e infeccdes oculares. Algumas cepas podem se
tornar muito resistentes a tratamento como resultado da sua presenca em ambientes
hospitalares (KONEMAN, 2001).

A Raoultella planticola foi isolada também em uma amostra de fitoterapico,
éuma especie isolada principalmente emambientes naturais como solo, animais e agua.

Esta espécie esta relacionada a infec¢Bes e causa sepse. Estava presente na amostra 6.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bacilo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Intestino
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Oxidase_test&prev=/search%3Fq%3DEnterobacter%2Baerogenes%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D802%26bih%3D332%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhj8bn4l9Ec-lM0VZOkAWp8Ymtrjhg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Catalase&prev=/search%3Fq%3DEnterobacter%2Baerogenes%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D802%26bih%3D332%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgsIjYg1-MjLvAwVtHLVsleh3UwQg
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Citrate_test&prev=/search%3Fq%3DEnterobacter%2Baerogenes%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D802%26bih%3D332%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhhMmhSZsVaWAsgI-e_dyaf7ctVhqw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Indole_test&prev=/search%3Fq%3DEnterobacter%2Baerogenes%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D802%26bih%3D332%26prmd%3Divnsb&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgvl5cjSnsvcibObUTiSo9v4gu7UA
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Outra bactéria que também foi isolada em apenas uma amostra foi a Cedecea davisae e

esta relacionada com casos de septicemia em humanos (MURRAY et al.; 2006).

A Enterobacter cloacae é facultativamente anaerdbica e sua morfologia em
forma de bastonete. Encontra-se amplamente distribuida em agua, esgotos, solo, carne,
ambientes hospitalares; na pele e trato intestinal do homem e outros animais comporta-
se como comensal. Estd associada as infec¢fes do trato urinério, infecgbes do trato
respiratorio, sepse e bacteremia (KONEMAN, 2001). Esta espécie de bactéria gram-
negativa foi identificada em 9 amostras dos fitoterapicos, ou seja, nas amostras 2, 10,
11, 13, 14, 19, 28, 29 e 30.

Enterobacter gergoviae foi encontrada em um dos produtos analisados, esta
enterobactéria possui respiracdo aerobica e € um micro-organismo movel, geralmente
isolada em hospitais e associadas a infec¢Bes do trato urinario. No Brasil esta bactéria
foi pesquisada e isolada em baratas provenientes de hospitais comprovou-se sua
associacao a surtos hospitalares (PRADO; et al., 2002). Outra espécie identificada foi a
bactéria Cronobacter sacazakii. Como as demais enterobactérias esta presente em
plantas, solo e intestinos de animais e humanos. Sua morbidade esta relacionada a
doencas do trato respiratorio, fluido cérebro espinhal (MURRAY et al., 2006). Esta
enterobacteéria foi isolada em trés amostras estudadas: amostras 10, 14, e 15.

Serratia marcescens foi identificada penas na amostra 7. E uma espécie de
bactéria gram-negativa, em forma de bastonete, encontrada na 4gua, no solo, alimentos
e insetos. Raramente esta associada a causas primarias de infec¢des, sendo considerado
assim um patégeno oportunista. Atacando principalmente trato urinario, causadora de
pneumonias e em hospedeiros mais frageis causando bacteremia. Sua transmissao
geralmente é pessoa a pessoa, mas raramente estad relacionado a aparatos médicos e
fluidos intravenosos (KONEMAN, 2001; PRADO et al., 2002).

A Klebsiella oxytoca e Hafnia alvei, foram isoladas cada uma em amostras
distintas, a primeira esta enquadrada dentro da classe dos micro-organismos
oportunistas, encontra-se disseminado pelo meio ambiente e nas mucosas dos
mamiferos. Sua patogenia esta relacionada com pneumonia, infecgdes do trato urinario

e infeccBes hospitalares. Hafnia alvei € um bacilo gram negativo, relacionado com
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diarréia em humanos, porém seu mecanismo de viruléncia ndo se encontra bem
definido(MURRAY et al., 2006; MURRAY et al., 2007).

A Ultima bactéria representante da familia Enterobacteiaceae € a bactéria
Citrobacter freundii, podendo estar presente em solos, aguas, alimentos e esgotos. Esta
bactéria pode ser isolada de andlises clinicas como agente patogénico - causadores de
doenga, podendo ser encontradas nas fezes dos humanos e animais (KONEMAN, 2001;
PRADO et al., 2002).

Comparando as enterobactérias identificadas com estudos anteriores,
verificamos que em estudo realizado no Arabia Saudita em 2008 identificou-se
Enterobacter spp., Shigella spp., Enterobacter agglomerans, Klebsiella rhnoscleomati,
e, em comum com os identificados no presente estudo encontravam-sea Enterobacter
cloacae e Escherichia coli. Em estudo realizado no Iran foi identificado somente a
Salmonella spp, micro-organismo que ndo esteve presente na atual
identificacdo(ALWAKEEL, 2008; ENAYATIFARD; ASGARIRAD; KAZEMI-SANI,
2009).

No estudo realizado por Fisher foram identificadas Salmonella spp e Escherichia
coli. Porém é necessario ressaltar que a proposta daquele estudo atendia a padrdes
internacionais da época, que se restringia somente a pesquisa destes micro-organismos
(FISHER, 1992). Posteriormente em analise realizada com fitoterapicos provenientes
da cidade de Piracicaba, foram pesquisadas a presenca de Salmonella spp e Escherichia
coli, Shigella spp. e Clostridios Sulfito Redutores, identificando a presenca somente de
Escherichia coli ( PAIXAO; OLIVEIRA; SILVA, 2004). A presenca de Escherichia
coli, nos trés estudos, denota a relevancia deste micro-organismo, uma vez que, é um
patégeno amplamente estudado e demonstra que os medicamentos estudados tiveram
contaminacdo de origem fecal. Em estudo realizado na Nigéria em 2007, como no
presente estudo, foi identificado a presenca de contaminacdo das amostras por
Escherichia coli e Staphylococcus. Porém o que divergiu dos resultados encontrados foi
a presenca de Salmonella spp.(OKUNLOLA, ADEWOYIN, ODEKU; 2007)

Outro género de bactéria identificado foi o Staphylococcus que apresenta-se
comococus gram positivos e dividem-se em catalase positiva e catalase negativa. Junto

com Stomatococcus e Planococcus encontram-se na familia Microcccaeae (MURRAY


http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a
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et al., 2006; MURRAY et al., 2007). As espécies identificadas foram o Staphylococcus

aureus, eStaphylococcus epidermidiseestavam presentes em duas amostras.

Staphylococcus aureus € um importante patdgeno devido a sua viruléncia,
resisténcia aos antimicrobianos e associacdo a varias doengas, que vdo desde uma
infeccdo simples, como espinhas e furinculos, até as mais graves, como pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e septicemia. Esta bactéria habita
com freqliéncia a nasofaringe do ser humano, a partir da qual pode facilmente
contaminar as mdos do homem, sendo assim amplamente disseminada (MURRAY et
al., 2007).

Staphylococcus epidermidis € umabactériacomumentepresentena pelehumana,
queas vezes causade doencas humanas. A infeccdo causada por Staphylococus
epidermidi sesta geralmente associada com dispositivos médicos, como cateteres
permanentes; € um dos mais importantes agentes de infecgdes hospitalares,
especialmente em individuos com sistema imunoldgico debilitado, os recém-nascidose
pessoascomdispositivos médicos implantados (MURRAY et al., 2007;WESTPHAL,
2010).Staphylococcus epidermidis além de estar presente no fitoterapico nimero 20
também esteve presente na identificacdo do estudo realizada na Arabia Saudita, porém
ndo esteve em estudos anteriores (ALWAKEEL, 2008; ENAYATIFARD;
ASGARIRAD; KAZEMI-SANI, 2009).

Outro género também presente nas amostras estudadas foi o género Bacillus.
Entre eles estavam o Bacillus circulans, comumente isolado em casos de meningites,
infeccdes de cornea, bacteremia e feridas de pacientes que sofrem de cancer. Seu habitat
natural € o solo. Outra espécie encontrada foi o Bacillus coagulans, comumente
relacionado a contaminacdo de alimentos em conserva, caracterizados pela producao de
um sabor &cido nestes alimentos (MURRAY et al., 2007).

O Bacillus cereus apresenta morfologia em forma de um bastonete espiralado e
seu esporo é termo-resistente. Na coloracdo de gram encontra-se positivo, sua
respiracdo € anaerdbia facultativa. Esta espécie € formadora de esporos e produtora de
dois tipos de toxina - diarréica (termo-labil) e emética (termo-estavel). Este bacilo é
ubiquitario, presente em todos os ambientes, mas principalmete no solo. Esta

comumente associado a contaminacdo de cereais e outros alimentos. Sua patogénese
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estd associada a duas formas de intoxicacdo alimentar: Vomitos, forma emética e
doenca diarreica (forma diarreica). Esta relacionado também com infe¢des oculares ,
infeccOes de cateter venoso, do sistema nervoso central, endocardites, pneumunias,
bacteremia e meningites em pacientes imunossuprimidos (MURRAY et al., 2006;
MURRAY et al., 2007).

Em estudo realizado na Arabia Saudita a contaminagdo por Bacillus cereus foi
extremamente significativa atingindo um percentual de 45% das amostras
(ALWAKEEL, 2008). O Bacillus cereus estava presente em oito das amostras
pesquisadas neste estudo. E em estudo avaliando a utilizacdo de suplemento nutricional
a base de ervas, contaminado por Bacillus subtilis estabeleceu-se uma relagdo com

consumo e toxicidade em células hepaticas HepG2 (STICKEL et al.; 2009).

Quanto ao Bacillus subtilis € uma bactéria que tem sido associada a casos de
pneumonia, bacteremias, sepse em pacientes com cancer, bacteremias em pacientes
traumatizados, meningites em pacientes com injlria na cabeca e colangite em pacientes
com doencas de figado e rim (MURRAY et al.; 2006). Quanto ao Bacillus subtilis se fez

presente em 10 das amostras analisadas neste estudo.

A Candida albicans ¢ um fungo leveduriforme, possuindo um ciclo sexual de
ascomiceto, colonizadora de homem e outos animais de sangue quente. Este micro-
organismo comensal torna-se patogénico caso ocorram alteracdes nos mecanismos de
defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatdmicas, como em
intervencdes cirdrgicas e queimaduras. As manifestacfes clinicas da candidiase s&o
extremamente variadas, que vao desde aguda, subaguda, cronica e episddica. A infeccdo
pode estar localizado na boca, garganta, pele, couro cabeludo, vagina, dedos, unhas,
brénquios, pulmdo ou trato gastrointestinal. Também pode ser sisttmica como na
septicemia, endocardite e meningite (MURRAY et al., 2006; MURRAY et al,, 2007;
COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

O Aspergillus parasiticus ¢ um fungo pertencente ao filo Ascomycota. Os
representantes deste filo sdo saprofitos universais na natureza, sdo encontrados no solo,
em plantas, em vegetacdo em decomposicdo e em areas em constru¢do. Podem causar
doencas em humanos através da colonizagdo das vias aéreas com subsequentes reagdes

alérgicas, pela colonizacdo da cavidade por invasdo tecidual (MURRAY et al., 2006;
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MURRAY et al., 2007). Este micro-organismo produz aflotoxina, que esta entre 0s mais
potentes agentes cancerigenos conhecidos e também exibem hepatotoxidez aguda e
imunossupressao (HORN, RAMIREZ-PRADO, CARBONE; 2009; PEREIRA,
CARVALHO, PRADO; 2002).

A identificacdo de fungos revelou a presenca de duas espécies: Candida
albicans presente nos fitoterapicos 9, 22, 23 e 24. O Aspergillus parasiticus, nas
amostras 12, 13, 14 e 15. A revisdo da literatura permitiu verificar a presenca de
aflatoxinas em fitoterapicos em estudos realizados na Malasia e Tailandia. A aflotoxina
pode ser produzida por Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus e sua presenca no
organismo humano pode ter efeito carcinogénico, teratogénico e mutagénico ( ALI et al.
2005, TASSANEEYAKU et al.; 2004).

De acordo com a Farmacopéia Brasileira 4 ed, em produtos farmacéuticos ndo
estéreis e em matérias primas de uso para sua fabricacdo, devem ser ausentes 0s
seguintes micro-organismos: Samonella sp, Escherichi coli, Pseudomonas aeroginosa e
Staphylococcus aureus (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). A analise qualitativa
de micro-organismos identificou que duas espécies que ndo deveriam estar presentes

nas amostras: Escherichi coli e Staphylococcus aures.

A Farmacopéia Brasileira 4 ed também determina que, segundo a via de
administracdo do produto € indesejavel, a presenca de determinados micro-organismos -
Via oral (sélidos e liquidos): Bacillus cereus, Enterobacter sp, Candida albicans,
Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Via topica: Serratia marcescens, Klebsiella
sp, Burkholderia cepacea, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas stutzeri e
Streptococcus sp, grupo B. Via nasal ou respiratéria: Enterobacter sp, Serratia
marcescens, Klebsiella sp., Candida albicans, Proteus sp, Acinetobacter sp,
Burkholderia cepacea, Stenotrophomonas maltophilia e Pseudomonas stutzeri. Via
intra-mamaria: Staphylococcus sp, Streptococcus sp, grupo B, Bacillus cereus, Serratia
marcescens, Corynebacterium pyogenes, Klebsiella sp, Mycoplasma sp, Enterobacter
sp, Pseudomonas sp, Citrobacter sp, Nocardia sp, Proteus sp, Cryptococcus
neoformans e Candida sp. Todos os medicamentos estudados pertenciam a via oral e
micro-organismos que deveriam estar ausentes segundo a via também foram

identificados, sendo estes: Bacillus cereus, Enterobacter sp, Candida albicans, e
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Aspergillus parasiticus. Porém € necessario ressaltar que a Farmarcopeia Brasileira 5 ed
aboliu a exigéncia de auséncia de micro-organismos segundo a via de administracdo do
medicamento (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

A contaminacdo de medicamentos é extremamente indesejavel porque pode
promover a deterioracdo do produto, visto que reside nestes uma versatilidade de
caminhos bioquimicos possibilitando aos micro-organismos a sintese de enzimas
degradativas, dentre os micro-organismos identificados os Bacillus spp. sdo capazes de
produzir alfa-amilase, que degrada acucares; os Aspergillus sdo fontes comuns de
proteinases e peptidases que degradam compostos como gelatinas e a producéo de lipase
sdo comuns entre os fungos (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Deve-se considerar que a eficdcia e a seguranca do medicamento estdo
relacionadas com o controle de qualidade (SAHOO; MANCHILKANTI; DAY, 2010).
Além disso, o consumo de produtos contaminados pode ter um impacto negativo a
salde humana. A experiéncia tem mostrado que produtos contaminados podem néo ter
alteracdes perceptiveis aos seres humanos. Assim, 0 consumo destes pode acarretar em
infeccdo a pacientes com sistema imunoldgico comprometido, idosos e criangas
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003). No caso dos micro-organismos identificados na
atual pesquisa, esta questdo deve ser considerada, pois, a maioria destes sdao como

micro-organismos oportunistas.

A maioria dos estudos que abordam o controle de qualidade de fitoterapicos
sugere necessidade de uma regulacdo mais rigida e especifica desta espécie de produto.
A adocdo de Boas Praticas no manejo agricola, monitoramento das Boas Préaticas na
indGstria e controle microbioldgico rotineiro pelos 6rgdo de vigilancia (SAHOO;
MANCHILKANTI; DAY, 2010; ALWAKEEL, 2008; KOSALEC; CVEK; TOMIC,
2009; ENAYATIFARD; ASGARIRAD; KAZEMI-SANI, 2009).
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5.  CONCLUSOES:

- Foram identificadas vinte e uma espécies diferentes de micro-organismos que se

dividiam em dezenove espécies de bactérias e duas de fungos.

- 80% do total das amostras avaliadas estdo insatisfatorias em relacdo aos limites

estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira.

- Todas as espécies vegetais analisadas apresentaram contaminacao em pelo menos uma

amostra.

- Quanto a identificacdo dos micro-organismos, com bases nos dados averigua-se que a
maioria das bactérias e fungos identificadas sdo patégenos oportunistas podendo
representar risco a saude dos consumidores que possuam sistema imunoldgico
suprimido, como idosos, criancas e gestantes. As espécies identificadas foram
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
planticola, Cedecea davisae, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens,
Cronobacter sacazakii, Klebsiella oxytoca, Hafnia alvei, Citrobacter freundii,
Staphylococus aureus, Staphylococus epidermidis, Bacillus circulans, Bacillus subtilis,

Bacillus coagulans, Candida albicans e Aspergillus Parasiticus.

- Dentre as espécies identificadas havia micro-organismos que deveriam estar ausentes
das amostras segundo o critério de avaliacdo pela via de administracdo do medicamento,
critério estabelecido pela Farmacopeia Brasileira 42 edicdo, sendo eles o Bacillus
cereus, Enterobacter sp, Candida albicans e Aspergillus parasiticus, porém este critério
foi extinto na nova edicdo da Farmacopeia Brasileira, que passara a vigorar a partir de

24 de fevereiro de 2011 na sua 52 edicéo.

- Em relagdo a comparacdo aos dados encontrados com outros estudos, havia uma
escassez dos que abrangiam as Contagens Totais de Bactérias Aerdbias, Contagens de
Bolores e Leveduras e Contagens Totais de outras enterobactérias e poucos estudos que

identificam micro-organismos em medicamentos fitoterapicos.
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- Um programa de monitoramento microbiolégico serviria de base para acbes de
Vigilancia Sanitaria sendo uma ferramenta Util para a melhora da qualidade e garantia

da seguranca destes produtos.
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ANEXOS

Materiais e equipamentos:

Pipetas graduadas de 1,2, 5e 10 ml

Erlenmeyer de 250ml

Placas de Petri

Tubos de ensaio 16 x 150 mm ou similar

Tubos de ensaio 18 x 180 mm ou similar

Alca de inoculagéo

Espatulas e pingas

Homogeneizador

Jarra de anaerobiose

Gral e pistilo

Banho termostatico regulado a 45°- 50°C

Estufas bacterioldgicas reguladas a 20-25°C e a 30 — 35°C
Cabine de protecdo bioldgica

Contador de colonias

Pipetador automatico

Balancas com capacidade de 300 g e sensibilidade de 0,001g
pHmetro

microscopio
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MEIOS DE CULTURA PARAA REALIZACAO DAS CONTAGENS:

Agar de caseina soja:

e Digesto pancreatico de caseina --------------------- e 15,09
e Digesto pancreatico de farinha de soja -------------=-=-=--m-m-mmmmmm oo 500
o Cloreto de SOdi0----------m-mmmmmm oo 500
L o T | 1509
e Agua purificada- e 1000 mL

Suspende-se a mistura em 1 litro de agua purificada. Esteriliza-se a 121°C
durante 15 minutos. O pH final é de 7,3 £ 0,2 a 25°C. Para 0 preparo em meio

desidratados ira ser seguido as orientacfes do fabricante.

Agar de Sabouraud — dextrose — 4%

e Dextrose ------------------ e -40¢g
e Mistura de partes iguais de caseina tratada por suco pancreatico e digesto
péptico de tecido animal ---------------=--=emnmnmeeo- e ----10,0¢
@ A= - 1509
e Agua purificada- e 1000 mL

Suspende-se a mistura em 1 litro de agua purificada. Esteriliza-se a 121°C
durante 15 minutos. O pH final sera de 5,6 £ 0,2 a 25°C. Para 0 preparo em meio

desidratados ira ser seguido as orientacfes do fabricante.

Agar para fermentacio de anaerdbios

o Extrato de levedura----------==m-mmm oo 509

e Digesto péptico de tecido animal-------=-====-=mmmmmmmmmmm oo -50¢9



¢ Digesto papainico de farinha de soja----------- mememmmememememeeeeneeeeees 10,09
® DeXIr0Se ==--=-mm=mmmmm oo e e 10,0 ¢
o Cloreto de SOdi0-------========mmmmmm oo e oo e 5009
o Tioglicolato de SOUI0 ----=-===nmmmmmmmmm oo 209
@ Al e 20,09
e Agua purificada- e EEEEEREEEEEE 1000 mL
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A mistura sera suspendida em 1 litro de &4gua purificada, e esterilizada a 121°C

por 15 minutos. O pH final sera de 7,2 £ 0,2 a 25 ° C. No caso de prepara a partir de

meio desidratado, este obedecera as recomendacdes dos fabricantes.

Caldo de caseina soja

e Caseina tratado por SUCO PanCreatiCo---------=-=-=-====m=mmmmmmmmmm e 17,09
e Farinha de soja tratada por digestdo papainica ------------=-=-=-=-==m-mommemue 3,009
o Cloreto de SOdi0------==-======mmmmmm oo s 500
e Fosfato de potéssio dibasico -------------------- mememmmememmemeeeeeneeneeeaee 2509
@ DEXIIOSE =m-mmmmmmmm e e 259
e Agua purificada- e 1000 mL

Suspende-se a mistura em 1 litro de agua purificada. Esteriliza-se a

121°C

durante 15 minutos. O pH final sera de 7,3 + 0,2 a 25°C. Para 0 preparo em meio

desidratados ira ser seguida a orientacdo do fabricante.

Agar de batata-dextrose:

o Infusdo de batata ----------=-===mmmm o

8 GliCOSE =m-mmmmmmmm e e
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Agua purificada- R 1000 mL

Suspende-se a mistura em 1 litro de agua purificada. Esteriliza-se a 121°C durante

15 minutos. O pH final sera de 5,6 + 0,2 a 25°C. Antes da utilizacdo o pH do meio sera

ajustado para 3,5 com a adicdo de aproximadamente 14 mL de solucdo de acido

tartarico a 10 %, para um volume de meio de 100 mL, estado a temperatura do meio

entre 45-50 °C. Para o preparo do meio desidratado sera respeitado as recomendagdes

do fabricantes.

Caldo de caseina-soja adicionado 0,4% de polissorbato 80 e 0,5% de lecitina de soja

Peptona de caseina por digestdo pancreatica -----------------=-=-=-=-=-=------- 17,09
Peptona de soja por digestdo papainica -----------=-=-=-===-=-msmsmmmm oo 3,049
Cloreto de SOdi0---------=-======mmmm oo 509
Fosfato de potassio dibaSiCO -------=-====n=mmmmmm oo 259
D(+) GlICOSE -m-mmmmmm oo oo oo 2549

Polissorbato 80 T 409
Lecitina de soja e - 500

Agua purificada- e 1000 mL

Suspende-se a mistura em dos componentes por agitacdo e aquecimento .

Esteriliza-se a 121°C durante 15 minutos. O pH final serd de 7,3 + 0,2 a 25°C. Para o

preparo em meio desidratados ira ser seguida a orientacao do fabricante.

Solucoes:

Tween 80 a 0,1 % estéril:

Polissorbato 80 (tween 80)--------------=-=-=------- mememmmememmmemem e 1mL

Agua purificada --------======smmmmmmmmmm e 100 mL
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Sera solubilizado 1 mL de polissorbato em 80 a 100 mL de &gua purificada.
Esteriliza-se a 121°C durante 15 minutos.

Solucao estéril de acido tartarico a 10 %

@ ACIHO tArtAriCO =-====mmmmmmmm e 10,0 g

o Agua purificada ----------=====mmmmm e 100 mL

Seré solubilizado 10 g de &cido tartarico em 100 mL de agua purificada. Esteriliza-

se a 121°C durante 15 minutos.



