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Resumo

As espécies do género Lychnophora sdo utilizadas pela populacdo como anti-inflamatorio,
analgésico e anti-reumatico. Estudos anteriores demonstraram a atividade anti-inflamatéria topica
do extrato etanolico de Lychnophora trichocarpha Spreng e de seus constituintes quimicos p-
sitosterol, lupeol, licnofolida e eremantolida C, veiculados em pomada. Estes resultados
mostraram que L. trichocarpha é uma espécie promissora para se tornar um fitoterapico com
utilizacdo no tratamento de processos inflamatdrios. Assim, o estudo da estabilidade e o
desenvolvimento de metodologia para o controle de qualidade do extrato etanolico de L.
trichocarpha séo justificados para que formulacbes fitoterapicas preparadas com este extrato
tenham qualidade, eficacia e seguranca. O presente trabalho visou avaliar a estabilidade do
extrato etandlico de L. trichocarpha propondo o desenvolvimento de uma metodologia para a
quantificacdo da eremantolida C e da licnofolida, marcadores quimicos, neste extrato. Para este
monitoramento, foi desenvolvido um método por CLAE utilizando coluna cromatogréafica
preenchida com octadecilsilano, deteccdo em DAD com comprimentos de onda de 200 a 400 nm,
cromatogramas extraidos a 265 nm, fase movel composta de acetonitrila: agua em sistema
gradiente. Foi padronizado o uso de solucdo 100 pg/mL de cumarina como padrdo interno. O
método de quantificacdo possibilitou boa separacdo e resolucdo dos picos da eremantolida C, da
licnofolida e do padréo interno, tanto isolados quanto no extrato etandlico de L. trichocarpha. Os
parametros de validacdo avaliados demonstraram que o método é seletivo, linear, preciso e exato,
e que a recuperagdo dos analitos, estabilidade das solucdes dos padrdes, limite de deteccdo e
limite de quantificacdo sdo adequados a finalidade desse método. A avaliacdo da estabilidade do
extrato etanolico de L. trichocarpha Spreng demonstrou que sua vida util é de 6 meses a
temperatura ambiente, podendo ser maior em temperaturas mais baixas. J& para a eremantolida C,
ndo ficou evidente a existéncia de diferencas significativas entre 0 armazenamento a temperatura
ambiente e em geladeira. Os estudos de fotoestabilidade demonstraram que o extrato etanolico e
a eremantolida C ndo degradaram quando expostos a luz. Os estudos de degradacdo forcada
demonstraram que a eremantolida C sofreu degradacdo sob condicdes acidas e alcalinas e
manteve-se estavel, por trés dias, sob condicdo neutra, oxidativa e quando exposta a altas

temperaturas.

Palavras-chaves: Lychnophora trichocarpha, eremantolida C, licnofolida, estabilidade,
validacao, método CLAE.



Abstract

The species of the genus Lychnophora are used by population as anti-inflammatory, analgesic
and anti-rheumatism. Previous studies have demonstrated topical anti-inflammatory activity
of the ethanolic extract of Lychnophora trichocarpha Spreng and its constituents, pB-sitosterol,
lupeol, lychnopholide and eremantholide C, in ointments preparations. These results showed
that L. trichocarpha is a promising species to become an herbal drug that can be used in the
treatment of inflammatory process. Thus, the study of stability and the development of
methodology for quality control of the ethanolic extract of L. trichocarpha are justified to
herbal formulations prepared with this extract have quality, efficacy and safety. This study
aims to evaluate the stability of the ethanolic extract of L. trichocarpha by proposing a
quantitative methodology to assay eremantholide C and lychnopholide, chemical markers, in
this extract. To this monitoring, a method was developed by High Pressure Liquid
Chromatograph using chromatographic column filled with octadecilsilane, photodiode array
detector with wavelengths from 200 nm to 400 nm, chromatograms extracted at 265 nm,
mobile phase consisting of acetonitrile : water gradient system. It was standardized using of
solution 100 ug/mL of coumarin as an internal standard. The quantification method provided
good separation and resolution of the peaks of eremantholide C, lychnopholide and the
internal standard, both isolated and in ethanolic extract of L. trichocarpha. The evaluated
validation parameters have shown that the method is selective, linear, precise and accurate,
and analytes recovery, detection limit, quantification limit and stability of the standard
solutions are fit for purpose. Evaluation of stability of the ethanolic extract of L. trichocarpha
has shown that shelf life of ethanolic extract of L. trichocarpha Spreng is 6 months in room
temperature, and may increase at lower temperatures. To eremantholide C, was not evident
that there are significant differences between storage in room temperature and lower
temperature. Photostability studies have shown that neither ethanolic extract of L.
trichocarpha nor eremantholide C degraded when exposed to light. Forced degradation
studies shown that eremantholide C degraded under acidic and alkaline conditions and
remained stable, for three days, under neutral and oxidative conditions and when exposed to

high temperatures.

keywords: Lychnophora trichocarpha, eremantholide C, lycnopholide, stability, validation,
HPLC method
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| - INTRODUCAO



Dono de grande parcela da biodiversidade mundial, o Brasil possui cerca de 20% do numero
total de espécies do planeta. Esse imenso patrimdnio genético tem valor econdmico-estratégico
inestimdvel em varias atividades, merecendo destaque o campo do desenvolvimento de novos
medicamentos (CALIXTO, 2003).

De acordo com a legislacdo sanitaria brasileira, fitoterapico € o medicamento em que séo
empregadas exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, caracterizado pelo conhecimento de
sua eficécia e seguranca, reprodutibilidade e consténcia de sua qualidade (BRASIL, 2004).

Os fitoterapicos sempre detiveram uma parcela significativa no mercado de medicamentos.
O setor movimenta globalmente US$ 21,7 bilhGes por ano. No Brasil, ndo existem dados oficiais
atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em torno de US$ 160 milhes por ano. Merece
destaqgue o ritmo de crescimento das vendas, mais de 15% anuais, diferentemente dos
medicamentos sintéticos que esta em torno de 4%. A movimentacdo anual do setor fitoterapico, em
toda a cadeia produtiva, estd estimada em cerca de R$ 1 bilh&o, segundo a Febrafarma em 2007
(CARVALHO et al., 2008).

Estima-se que, em 2003, 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica eram
desenvolvidos de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais
(CALIXTO, 2003).

O mercado de fitoterapicos estd em plena ascensdo. Muitas plantas brasileiras sdo utilizadas
pela populagdo ha vérias geracles, sendo que diversas ja foram estudadas ou estdo em estudo, no
campo da etnoboténica, ciéncia que avalia e estuda o emprego e a prescricdo de plantas com
finalidade terapéutica. O estudo de uma planta como medicinal necessita de um periodo de 5 a 10
anos de pesquisas e ensaios clinicos realizados pelo trabalho conjunto de uma equipe
multidisciplinar. A biodiversidade do Brasil, associada a rica diversidade étnica e cultural favorece
o desenvolvimento de pesquisas com plantas medicinais. Cientistas e universidades brasileiras estdo
qualificados para o estudo das plantas brasileiras e o desenvolvimento de produtos fitoterapicos,
possibilitando, assim, que sejam disponibilizados & populacdo plantas medicinais e fitoterapicos
com qualidade, seguranca e eficacia. No Brasil, os trabalhos cientificos com plantas tem tido grande
aumento nos Ultimos dez anos, estimando-se que em torno de cinco mil estudos estejam em
andamento atualmente (CRF-SP, 2009).

Em 2006, o Ministério da Saude publicou o texto A fitoterapia no SUS e o Programa de
Pesquisas de Plantas Medicinais da Central de Medicamentos. Esse leva em conta a recomendacéo
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que sugere a adocdo das praticas tradicionais com
comprovada eficacia, como ferramenta para manutencdo das condi¢cdes de saude. Com isso, aponta
a urgente necessidade de implantacdo de uma politica nacional que contemple diretrizes e ac¢Oes

voltadas a insercdo das Plantas Medicinais e da Fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS) e de
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regulamentacéo sanitaria especifica para o setor de producdo publica de preparacdes fitoterapicas, o
que proporcionard a uniformizacdo dos padrdes de producédo e fornecimento de plantas medicinais e
fitoterapicos e assegurara, assim, a qualidade nos servicos e insumos disponiveis aos usuarios do
SUS (Ministério da Saude, 2006).

Ainda assim, grande parte desse patriménio natural permanece desconhecido, tornando
evidente a ampla necessidade de explorar a diversidade de produtos naturais brasileiros, através do
estudo fitoquimico e bioldgico de suas espécies. Isso ressalta a importancia da promogdo do uso
racional das plantas medicinais e dos fitoterapicos, uma vez que sdo tradicionalmente e comumente
utilizados pela populacéo, garantindo seu uso correto, com seguranca e eficacia.

“A regulagdo do uso de plantas medicinais tradicionais personifica trés aspectos
fundamentais: qualidade, seguranca e eficicia” (SPRINGFIELD et al., 2005). Esse trabalho aborda
0 estudo da qualidade, através da avaliacdo da estabilidade do extrato etandlico de L. trichocarpha

Spreng.
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[l - OBJETIVOS



11.1-OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade do extrato etandlico seco das partes aéreas de Lychnophora
trichocarpha Spreng sob diferentes condigdes de temperatura para o desenvolvimento de um

potencial fitoterapico.

11.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o extrato etandlico de L. trichocarpha Spreng;

e Desenvolver e validar metodologia para quantificacdo de eremantolida C de licnofolida em
extrato vegetal de L. trichocarpha Spreng;

e Aplicar a metodologia desenvolvida para gerar boa impressao digital do extrato vegetal de
L. trichocarpha Spreng;

e Realizar o0 estudo de estabilidade do extrato etandlico seco de L. trichocarpha Spreng sob
diferentes condicdes de temperatura;

e Realizar o estudo de estabilidade da eremantolida C sob diferentes condi¢des de temperatura
e sob condi¢Oes de degradacdo forcada;

e Realizar o estudo de fotoestabilidade do extrato etandlico seco de L. trichocarpha Spreng e
da eremantolida C;

e Avaliar a adequacdo da estabilidade do extrato etandlico seco de L. trichocarpha Spreng

para o desenvolvimento de um potencial fitoterapico.
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I11.1 — Familia Asteraceae

Dentre as plantas que vém sendo estudadas visando a obtengdo de atividade farmacéutica,
cabe ressaltar as espécies pertencentes a familia Asteraceae, que possui distribuicdo cosmopolita,
com aproximadamente 1600 géneros e 23000 especies. No Brasil, ocorrem aproximadamente 300
géneros e 2000 espécies. Diversas plantas medicinais pertencem a essa familia, destacando-se a
carqueja (Baccharis trimera Less. e outras espécies desse género), a camomila (Matricaria recutita
L.), o guaco (Mikania spp. Willd), a estévia (Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni) e a mil-folhas
(Achillea millefolium L.). Outras espécies dessa familia tém importancia, como ornamentais,
comestiveis ou plantas invasoras (SOUZA et al., 2005).

As espécies da familia Asteraceae sdo particularmente comuns nas formacdes abertas do
Brasil, principalmente no cerrado, onde se destacam os géneros Calea e Aspilia. Nos campos, séo
frequentes Vernonia, Baccharis e Senecio. Nos campos rupestres um dos elementos de maior
destaque € o género Lychnophora, com porte geralmente arbustivo e folhas rigidas. No interior das
florestas densas, as espécies da familia Asteraceae sdo pouco comuns e apenas alguns géneros,
como Adenostemma, podem ser encontrados. Em florestas secundarias, as Asteraceas podem ser
relativamente comuns, especialmente espécies arbustivas e arbéreas de Vernonia (SOUZA et al.,
2005).

I11.2 — O Género Lychnophora

O género Lychnophora Martius € um dos sete géneros da subtribo Lychnophorinae (tribo
Vernoniaeae, Asteraceae) (BOHLMANN; JAKUPOVIC, 1990). E amplamente distribuido no
Brasil, sendo endémico do Planalto Brasileiro, e algumas de suas espécies sdao popularmente
conhecidas como “arnica“, “falsa arnica” ou “arnica da serra” (CERQUEIRA et al., 1987). As
espécies sao caracteristicas de campos rupestres, ocorrendo principalmente nos estados de Minas
Gerais, Bahia e Goias (BOHLMANN; JAKUPOVIC, 1990). Séo utilizadas na medicina popular
como preparacdes alcoolicas e hidroalcdolicas, embebidas em alcool ou cachaca, para 0s
tratamentos de dor, inflamacdo, reumatismos, contusdes e picadas de insetos (SAUDE-
GUIMARAES et al., 1998).

O perfil quimico desse género € basicamente caracterizado pela ocorréncia de
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides, esteroides e
poliacetilenos (BORELLA et al., 1998). Também foram detectados acUcares, taninos e acidos
graxos de cadeia longa e seus ésteres, e a auséncia de arilpropandides e derivados da p-

hidroxiacetofenona é caracteristica da tribo Vernoniaesae (BOHLMANN e JAKUPOVIC, 1990).
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Estudos realizados com espécies desse género levaram ao isolamento de lactonas sesquiterpénicas
com atividades bioldgicas (COILE et al., 1981; VICHNEWSKI et al., 1989; BORELLA et al.,
1992; da COSTA et al., 1993).

E constante entre as espécies do género Lychnophora a ocorréncia de lactonas
sesquiterpénicas, principalmente as dos tipos goiazensolida, eremantolida e guaianolida. Por isso, as
substancias dessa classe sdo consideradas marcadores quimicos deste (BORELLA et al., 1998;
SAKAMOTO et al., 2003). Segundo a Resolugdo RDC N°. 48, de 16 de marco de 2004, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), marcadores quimicos sdo componentes ou classe de
compostos quimicos (ex: alcaloides, flavonoides, acidos graxos, etc.) presentes na matéria-prima
vegetal, idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que tenha correlagdo com o efeito
terapéutico, que € utilizado como referéncia no controle de qualidade da matéria-prima vegetal e
dos medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2004).

Dentre algumas espécies desse género cujo perfil fitoquimico ja foi avaliado, diversas
substancias pertencentes a diferentes classes de metabdlitos secundarios foram identificadas. Para o
género Lychnophora, merece destaque o grupo das lactonas sesquiterpénicas, consideradas seus

marcadores quimicos e isoladas a partir de suas espécies (Quadro 1):
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Quadro 1 — Espécies do género Lychnophora e algumas substéncias isoladas a partir delas,

mostrando que as lactonas sesquiterpénicas sao os marcadores quimicos do género.

Planta

Substancias ja isoladas (marcadores quimicos)

L. reticulada Gardn

e 15-desoxigoiazensolida;

e 8-(2-metilpropanoiloxi)-4-hidroxi-1-oxoeudesma-2,7(11)-dien-6,12-
olida;

e 8-(2-metilpropenoiloxi)-4-hidroxi-1-oxoeudesma-2,7(11)-dien-6,12-
olida.

(ALVES et al., 2008)

L. rupestris Semir &
Leitdo Filho

e Licnofolida;
e 15-acetoxieremantolida C.
(CUNHA et al., 1995)

L. ericoides Mart

e Centraterina

e Eremantolida A

e 2’-3’-epoxi-15-goiazensolida

e (4R, 5S,6S, 7S, 8S, 10R, 11S, 16R)-diidroeremantolida A
(BORELLA et al., 1998).

L. pseudovillosissima
Semir & Leitéo Filho

e 15-desoxigoiazensolida;
e Licnofolida.
(BORELLA etal., 1998).

L. markgravii |e 15-desoxigoiazensolida;

Barroso e Ba-tiglinoiloxigoianzensolida.
(SARTORI et al., 2002).

L. passerina |e  Costunolida;

(Mart. ex. DC) Gardn

e Diidrocostuslactona;

e 11B,13diidroeremantina;

e Goiazensolida.

(BOHLMANN et al., 1981; OLIVEIRA et al., 1996).

L. trichocarpha

Spreng

e Eremantolida C;
e Licnofolida.
(SAUDE-GUIMARAES et al., 1998).

111.3 — A Espécie Lychnophora trichocarpha Spreng
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I11.3.a — Perfil Quimico de L. trichocarpha Spreng

Estudos fitoquimicos das partes aéreas de Lychnophora trichocarpha revelaram a
identificacdo dos seguintes constituintes: friedelina, lupeol, B-sitosterol, estigmasterol, a-amirina e
B-amirina, além das lactonas sesquiterpénicas eremantolida C e licnofolida. Também foram
detectados acUcares redutores, hidrocarbonetos, ésteres graxos, flavonoides, lactonas
sesquiterpénicas e saponinas (SAUDE-GUIMARAES et al., 1998).

Estudo realizado por Ferrari (2008) com a fracdo acetato de etila, obtida a partir do extrato
etanolico de L. trichocarpha, levou ao isolamento de eremantolida C, licnofolida, sitosterol e
lupeol, constituintes quimicos responsaveis pela atividade anti-inflamatoria da fracdo estudada.

O conhecimento dos componentes quimicos de cada espécie é de grande importancia, uma
vez que diferentes substancias podem exercer sinergismo nas atividades bioldgicas exercidas pela
planta, causar efeitos toxicos ou mesmo afetar a estabilidade do extrato ou de alguma forma
farmacéutica que possa ser proposta para incorporar essa matéria-prima vegetal. Além disso, o
conhecimento da constituicdo quimica de uma espécie vegetal possibilita a determinacdo de seus
marcadores quimicos, o que é de fundamental importancia para o desenvolvimento de metodologias
analiticas para o controle de qualidade de extratos vegetais utilizados como matérias-primas para

medicamentos fitoterapicos.

111.3.b - Atividades Bioldgicas de Lychnophora

Algumas plantas do género Lychnophora sé&o utilizadas na medicina popular como agentes
analgésicos e anti-inflamatorios (CERQUEIRA et al., 1987). As espécies que ja foram estudadas
quimica e biologicamente ndo apenas justificaram o uso popular (RUNGELER et al., 1999;
GOBBO-NETO et al., 2005; SANTOS et al., 2005), mas também demonstraram outras importantes
atividades como tripanossomicida (OLIVEIRA et al., 1996; GRAEL et al., 2005), citotoxica
(SANTOS et al., 2004a,b) e antimicrobicida (JORDAO et al., 1997; SAUDE-GUIMARAES et al.,
2002).

A triagem de 45 espécies de plantas da familia Asteraceae para atividade anti T. cruzi foi
realizada, dentre as quais encontravam-se algumas espécies do género Lychnophora. As espécies L.
villosissima, L. trichocarpha, L. pinaster e L. passerina, mostraram atividade significativa (CHIARI
et al., 1996). Em outro estudo realizado por Oliveira e colaboradores (1996), foram investigados os
componentes quimicos responsaveis pela atividade tripanossomicida nas espécies L. passerina, L.

trichocarpha e L. pinaster. Essa atividade foi atribuida as lactonas sesquiterpénicas goyazensolida
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para L. passerina, eremantolida C e licnofolida para L. trichocarpha e ao acido licnoforico para L.
pinaster.

Para as espécies L. trichocarpha, L. pinaster, L. ericoides, L. passerina e L. staavioides
foram realizadas a avaliacdo da atividade de inibicdo da xantina oxidase, enzima que catalisa 0
metabolismo da hipoxantina e xantina a acido Urico. Todas as espécies testadas exibiram atividade
significativa (FERRAZ FILHA et al., 2006).

A atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do extrato etandlico de cinco espécies do
género Lychnophora foi avaliada através do teste do edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. As pomadas contendo os extratos etandlicos de L. trichocarpha, L. pinaster, L.
ericoides e L. passerina promoveram reducdo significativa do edema de pata, comprovando a
atividade anti-inflamatoria destas espécies. As atividades farmacoldgicas foram estatisticamente
similares a atividade do padrao utilizado, diclofenaco emulgel (GUZZO et al., 2008).

Em outro estudo, a atividade anti-inflamatoria do extrato etandlico de L. trichocarpha, de
fracbes e substancias isoladas foi avaliada através do teste do edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. As pomadas contendo o extrato etandlico, a fracdo e acetato de etila
e as substancias eremantolida C, licnofolida, B-sitosterol e lupeol demonstraram significativa
atividade. Esses resultados sugeriram que a atividade anti-inflamatdria do extrato se deve a acao
sinérgica desses componentes (FERRARI, 2008).

Libertino e colaboradores (2009) avaliaram possiveis efeitos cardiovasculares do extrato de
L. trichocarpha por administracdo intragastrica em ratos. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre o grupo tratado com o extrato e o grupo controle, assim, concluiu-se que a
administracdo do extrato ndo afeta parametros ou reflexos cardiovasculares basais.

Em outro estudo, Libertino e colaboradores (2010) investigaram se a administragdo
intragastrica do extrato etandlico de L. trichocarpha poderia alterar a pressdo arterial média e a
frequéncia cardiaca de ratos normotensos e hipertensos. Os resultados obtidos nesse estudo
sugeriram um efeito anti-hipertensivo do extrato nos animais com hipertensdo renovascular, mas
ndo nos normotensos, e a frequéncia cardiaca dos animais dos dois grupos nao sofreu alteracdo pela

administracao desse extrato.

111.3.c — Toxicidade de Lychnophora trichocarpha Spreng

A toxicidade do extrato etandlico de L. trichocarpha foi investigada em camundongos por
Ferrari (2008), avaliando a letalidade, atividade motora e for¢ca muscular, consumo médio de
alimento e variacdo do peso corporal, parametros bioguimicos, peso umido dos Orgdos e

histopatologia. Foi demonstrado que o extrato € toxico por via intraperitonial. Na avaliacdo da
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toxicidade aguda foram observadas alteracdes da atividade locomotora e da capacidade exploratoria
dos animais, reducdo do consumo de alimento e do peso corporal. Nas anélises histopatologicas dos
rins e figado foram observadas congestdo e inflamacdo, e também foram detectadas alteracoes
pulmonares e cerebrais. Esse estudo demonstrou que a utilizagédo sistémica do extrato ndo é segura,
sendo apenas a via topica adequada para o tratamento de processos inflamatorios.

Paula e colaboradores (2009) avaliaram as altera¢6es induzidas pelo extrato etandlico de L.
trichocarpha Spreng na pressdo arterial sistolica e diastdlica, e nos pardmetros do
eletrocardiograma: frequéncia cardiaca, complexo QRS e intervalos PR, QT e QTc em ratos. Os
resultados demonstraram que a administracdo do extrato induziu aumento significativo da presséo
arterial quando comparado com o grupo controle, e nos demais parametros cardiovasculares
analisados ndo foram observadas diferengas significativas entre os dois grupos. Os resultados
sugerem que o extrato bruto de L. trichocarpha induz atividade hipertensiva, indicando que o uso

oral dessa espécie ndo € seguro.
I11.4 — Lactonas Sesquiterpénicas

Conforme descrito anteriormente, lactonas sesquiterpénicas sdo consideradas marcadores
quimicos do género Lychnophora.

O quadro a seguir mostra as estruturas quimicas de algumas lactonas sesquiterpénicas e as

espécies do género Lychnophora das quais ja foram isoladas (Quadro 2):
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Quadro 2 — Exemplos de lactonas sesquiterpénicas isoladas de Lychnophoras.

Lactona sesquiterpénica

Espécies de Lychnophora das quais ja foram isoladas

L. pseudovillosissima Semir & Leitdo Filho (BORELLA et al.,
1998);

. markgravii Barroso (SARTORI et al., 2002);
. reticulata Gardn. (ALVES et al., 2008).

. rupestris Semir & Leitdo Filho (CUNHA et al., 1995).

. diamantiana Coile & Jones (DA COSTA et al., 1992);
. ericoides Mart. (BORELLA etal., 1998).

Eremantolida A

. ericoides Mart (BORELLA et al., 1998).

B=

. ericoides Mart. (BORELLA et al., 1998);
. rupestris Semir & Leitdo Filho (CUNHA et al., 1995);
. trichocarpha Spreng (SAUDE., 1994).

Licnofolida
B

8a-tiglinoiloxigoianzensolida

OH

. markgravii Barroso (SARTORI et al., 2002).

Eremantolida C

. rupestris Semir & Leitdo Filho (CUNHA et al., 1995);
. trichocarpha Spreng (SAUDE, 1994).

32



111.5 - Qualidade de Extratos Vegetais

Para garantir a atividade, o material vegetal deve ser submetido a controle de qualidade
adequado. Alguns testes frequentemente utilizados para esse fim sdo solubilidade, teor de cinzas
sulfatadas, solventes organicos residuais totais, contaminacao microbioldgica, aflatoxinas, presenca
de pesticidas, reacdes para detec¢do da presenca de grupos funcionais especificos, determinacéo de
pH, teor de metais pesados e tamanho de particula. A maioria desses testes ja estd descrita em
Farmacopéias, ndo sendo especificos para cada espécie vegetal (BEEK et al., 2009).

Para garantir a qualidade, seguranca e eficacia de plantas medicinais, seus derivados e
produtos fitoterapicos, estes devem ser caracterizados através de sua constituicdo quimica, ou de
suas atividades farmacoldgicas. Para tanto, a op¢do mais segura € identificar e determinar a
concentracdo das substancias ativas ou classes destas, mas isso nem sempre é possivel devido a
grande variedade quimica de componentes do extrato. Assim, uma boa alternativa é usar
substancias marcadoras (SIMOES, 2003).

A questdo da qualidade de fitoterapicos ja vem sendo levantada ha algum tempo. Em 1985,
Farias e colaboradores discutiram o problema da qualidade de fitoterapicos e apontaram a
importancia da pesquisa académica para a sua melhoria; esse trabalho também avalia um conjunto
de fatores que influenciam na qualidade do produto, tais como caracteristicas da matéria-prima,
controle do processamento e da forma farmacéutica, a embalagem, e até mesmo a bula e a
propaganda (FARIAS et al., 1985). Hoje, a questdo ganha destaque, uma vez que € necessario
atender as demandas do mercado e as crescentes exigéncias dos consumidores e dos Orgaos de
fiscalizacdo, cada vez mais severos, tanto pela aprovacéo de novas legislagdes como pelo aumento
da fiscalizagéo e exigéncia do cumprimento dessas legislacoes.

Apesar do uso popular de L. trichocarpha Spreng como agente anti-inflamatorio e dos
estudos que comprovam essa atividade, ndo foram encontrados relatos na literatura sobre estudos da
estabilidade desse extrato, tampouco foram determinados os procedimentos de controle de
qualidade da droga vegetal, do extrato etandlico nem das possiveis formas farmacéuticas de uso
topico que poderiam veicular esse extrato. O foco principal desse estudo é a analise da estabilidade
do extrato etandlico seco das partes aéreas de L. trichocarpha, através de indicadores como o teor
dos marcadores quimicos, a impressdo digital do extrato e o possivel surgimento de produtos de
degradacdo, como parametro para avaliar a sua qualidade. Assim, torna-se evidente a necessidade
de desenvolver e validar uma metodologia que permita avaliar a qualidade e a estabilidade do

extrato.

111.6 - Validacdo de Metodologias Analiticas
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Métodos analiticos destinados a avaliar a qualidade de substancias ou produtos devem
cumprir a etapa de validacdo, ou seja, 0 monitoramento analitico do produto farmacéutico ou de
alguma substancia nele presente. Validar um processo é estabelecer evidéncias que provam que,
com alto grau de confianca, esse processo produzira produtos de acordo com as especificactes pré-
determinadas e a qualidade adequada (SWARTZ; KRULL, 1998; BRENDOLAN, 2000).

A validacdo é a etapa pela qual é demonstrado, através de uma série de estudos, que as
caracteristicas de execucdo do método atendem as exigéncias das aplica¢fes analiticas propostas, o
que garante resultados reprodutiveis, confidveis e adequados aos fins para os quais sdo destinados
(SWARTZ; KRULL, 1998; BRENDOLAN, 2000).

Ribani e colaboradores (2004) fizeram uma revisdo sobre validacdo em métodos
cromatograficos e eletroforéticos, utilizando legislacGes de organiza¢des nacionais, como ANVISA
e INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial), e
internacionais como ICH (“International Conference on Harmonization), [IUPAC (“International
Union of Pure and Applied Chemistry”) e US-FDA (“United States Food and Drug
Administration”). Segundo esse trabalho, os estudos de validagdo devem ser representativos e
conduzidos de modo a adequar a variacdo da faixa de concentracao e os tipos de amostras, além da
frequéncia de utilizacdo do método. Os parametros analiticos devem ser avaliados de acordo com a
intencdo do uso, ou seja, 0s experimentos devem ser direcionados ao que realmente € necessario. De
acordo com os autores, os parametros normalmente avaliados na validacdo de métodos analiticos
sdo: seletividade, linearidade e faixa de aplicacdo, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e robustez (RIBANI et al., 2004).

I11.6.a — Legislacdes e Recomendagdes sobre Validacao

A Resolugdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da ANVISA, consiste no Guia para
Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos. Segundo esta resolucdo, a validacdo deve
assegurar, através de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes
analiticas, garantindo a confiabilidade dos resultados, e seu principal objetivo € demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida. Para métodos bioanaliticos, essa resolucdo sugere
que sejam avaliados precisdo, exatiddo, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,
especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperagcdo (BRASIL, 2003).

O INMETRO também publicou, em marco de 2003, o DOQ-CGCRE-008, Orienta¢des
sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos. Segundo esse documento, a validagdo
comprova, por meio de evidéncias objetivas, que o0s requisitos para aplicacdo ou usos especificos de

um método analitico foram atendidos (INMETRO, 2003).
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I11.6.b — Parametros de Validagao

Para cada substancia a ser analisada, tipo de método e finalidade do teste, as legislaces
recomendam que sejam avaliados diferentes parametros de validacdo do método.

Os parametros de validacdo serdo descritos a seguir, de acordo com as legislacdes brasileiras
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2003) e de acordo com a revisao de Ribani e colaboradores (2004).

111.6.b.1 — Especificidade e Seletividade

Capacidade de determinar a medida exata de um composto mesmo quando outros
componentes estdo presentes, como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz.
Para determina-la, deve-se avaliar a substancia de interesse junto com as impurezas, produtos de
degradacdo ou componentes da matriz, provando ndo haver interferéncias dos mesmos nos
resultados. Para métodos cromatogréficos, deve-se garantir a pureza dos picos, por exemplo,
utilizando detectores de arranjo de diodo (DAD) ou espectrometria de massas (BRASIL, 2003).

Segundo Ribani, o termo especificidade ndo é adequado, porque significaria produzir
resposta para uma unica substancia de interesse, enquanto seletividade significa produzir resposta
para Varios compostos quimicos com uma caracteristica em comum, mas capaz de distinguir a
resposta de um analito dos outros (RIBANI et al., 2004), por isso € o termo mais adequado e é o que
sera adotado nesse trabalho.

Quando se trabalha com plantas medicinais, seus derivados e medicamentos fitoterapicos, a
avaliacdo da seletividade é dificultada porque, na maioria dos casos, ndao é possivel obter a matriz
isenta das substancias a serem analisadas, e, além disso, a matriz é extremamente complexa, com
grande diversidade de substancias quimicas.

Assim, podem ser necessarias avaliacdes de diferentes maneiras, como o método de adicao
padrdo, a avaliacdo por DAD e a submisséo das amostras a degradacgéo forgcada por armazenamento
sob condicgdes de estresse, a fim de detectar o surgimento de possiveis produtos de degradagdo
(BRASIL, 2003; INMETRO, 2003; RIBANI et al., 2004).

111.6.b.2 — Faixa Linear ou Intervalo de Trabalho
E a faixa de concentracbes compreendida entre os limites de quantificacio superior e
inferior do método. Em geral, origina-se do estudo de linearidade e sua determinagdo varia com a

aplicacdo do método (BRASIL, 2003).
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A concentracdo tedrica mais provavel do analito deve, preferencialmente, estar no centro da
faixa de trabalho. Em ambitos gerais, sdo necessarios Vvarios pontos de calibracdo para a sua
construcdo, de preferéncia mais que seis (INMETRO, 2003).

111.6.b.3 — Linearidade

Capacidade de uma metodologia analitica de obter resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo pré-determinado. Deve ser determinada
pela analise de, no minimo, cinco concentracdes, calculadas a partir da finalidade e da concentracéo
tedrica do teste, e, através de tratamento estatistico por regressao linear. O método é considerado
linear se o coeficiente de correlacdo obtido (R) for maior ou igual a 0,99 (BRASIL, 2003) ou a 0,90
(INMETRO, 2003).

111.6.b.4 — Precisao

E a aproximacdo de resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem
multipla de uma mesma amostra, ou seja, a obtencdo de resultados concordantes entre si (BRASIL,
2003; INMETRO, 2003). Pode ser expressa como desvio padrdo ou desvio padréo relativo (DPR)
(coeficiente de variacdo) de uma série de medidas, conforme a equacdo abaixo (Equacao 1):

Equacdo 1 — Equacdo utilizada para o célculo da precisdo de métodos analiticos (FONTE:
BRASIL, 2003).
DPR =DP x 100
CMD

DPR: desvio padréo relativo; DP: desvio padrdo; CMD: concentracdo média determinada.

N&o sdo aceitos valores de DPR superiores a 5% (BRASIL, 2003).

A precisdo é avaliada em trés niveis:

111.6.b.4.a — Repetibilidade ou Precisdo Intra-corrida

Concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo, sendo 0 mesmo
analista e a mesma instrumentacdo. Deve ser avaliada a partir de trés concentragdes, baixa, média e
alta, com trés réplicas cada, ou por seis determinagdes a 100% da concentracdo do teste (BRASIL,

2003).
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111.6.b.4.b — Precisdo Intermediaria ou Precisao Inter-corridas

Concordancia entre resultados encontrados no mesmo laboratdrio, mas em dias diferentes,
com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Deve ser obtida a partir de trés
concentragdes, baixa, média e alta, com trés réplicas cada ao longo de no minimo dois dias distintos
(BRASIL, 2003).

111.6.b.4.c — Reprodutibilidade ou Precisdo Inter-laboratorial

Concordancia entre os resultados provenientes de laboratdrios diferentes como em estudos
colaborativos, geralmente objetivando padronizagdo de metodologia analitica, ou a inclusdo de
metodologias em farmacopéias (BRASIL, 2003).

111.6.b.5 — Limite de Deteccao

O limite de deteccdo (LD) € a menor quantidade do analito presente em uma amostra
possivel de ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado, sob condicdes experimentais pré-
determinadas, sendo obtido através da analise de concentracBes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel. Para métodos experimentais, pode-se estima-lo utilizando a
relacdo de trés vezes o ruido da linha de base (BRASIL, 2003). Pode ser determinado pela equacéo

abaixo (Equacao 2):

Equacdo 2 — Equacdo utilizada para o célculo do LD de métodos analiticos (FONTE:
BRASIL, 2003).
LD =DPax3
IC
DPa: desvio padrdo do intercepto do eixo Y de, no minimo, trés curvas de calibragdo
construidas contendo concentracdes do farmaco ao suposto limite de quantificacédo; IC é a

inclinacdo da curva de calibracao.

111.6.b.6 — Limite de Quantificacao Inferior

O limite de quantificacdo inferior (LQI) € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode-se obter com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas.

Pode-se determiné-la por meio do ruido observado na linha de base, considerando como esse limite
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a concentracdo que produz relagéo sinal-ruido superior a 10:1. Também pode ser estabelecido por
meio de analise de solucbes contendo concentracdes decrescentes do analito até o menor nivel
determindvel com precisdo de 20% e exatidao de 80% a 120% (BRASIL, 2003). Pode também ser

determinado pela equacéo abaixo descrita (Equacéo 3):

Equacdo 3 — Equacao utilizada para o célculo do LQI de métodos analiticos (FONTE:
BRASIL, 2003).
LQI =DPax 10
IC
DPa: desvio padrdo do intercepto do eixo Y de, no minimo, trés curvas de calibragdo
construidas contendo concentragdes do farmaco ao suposto limite de quantificacdo; IC é a

inclinacdo da curva de calibracao.

111.6.b.7 — Exatidao

A exatiddo do método é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em relacdo ao
valor real. Para determina-la, deve-se aplicar a metodologia analitica proposta na analise de uma
substancia de pureza conhecida, um padréo de referéncia, ou comparar os resultados obtidos com os
resultados obtidos utilizando uma segunda metodologia bem caracterizada com a exatiddo ja
estabelecida. Deve ser avaliada partindo-se de, no minimo, nove determinacdes, presentes no
intervalo linear, ou seja, trés concentracfes, baixa, média e alta com trés réplicas cada, sendo
expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo
tedrica correspondente. O desvio ndo deve exceder 15%, excetuando-se o limite de quantificacdo,
que pode atingir 20% (BRASIL, 2003).

111.6.b.8 — Recuperacao dos Analitos

A recuperacdo determina a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método analitico
dentro de um limite de variacdo. Recuperacdes de 100% do analito sdo ideais, entretanto valores
menores sdo aceitos, desde que haja recuperacdo precisa e exata. Deve ser obtida a partir de trés
concentragdes, baixa média e alta, comparando-se os resultados com solugdes padrdo néo extraidas,
que representam 100% de recuperacdo, e o calculo deve ser feito em funcdo da relagédo do resultado

obtido para o padrdo extraido e o ndo-extraido (BRASIL, 2003).

111.6.b.9 — Estabilidade das Solug¢bes dos Padroes
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Deve ser avaliada a estabilidade das solugdes dos padrdes mantidas a temperatura ambiente
por no minimo seis horas apds a preparacdo, ou caso haja congelamento ou resfriamento, avaliar a
estabilidade considerando a temperatura e o periodo de armazenamento. Os resultados encontrados

devem ser comparados aqueles obtidos por amostras recém-preparadas (BRASIL, 2003).

111.7 — Estabilidade de Produtos Farmacéuticos

Todos os farmacos estdo sujeitos a decomposicdo, quimica, fisica ou microbiologica. As
principais reacdes envolvidas na degradagdo quimica sdo: hidrdlise, oxidacdo, reacGes
fotoquimicas, isomerizacéo e polimerizacdo. O fator extrinseco de estabilidade esté relacionado as
condicdes ambientais que podem favorecer ou acelerar a ocorréncia dessas reacdes, por exemplo,
temperatura, umidade e luz. Também ha o fator intrinseco de estabilidade, ou seja, a vulnerabilidade
da substancia sofrer reacfes quimicas, que pode ser monitorado pela avaliacdo das suas
propriedades fisico-quimicas. No caso de medicamentos, a grande importancia dos processos de
degradacdo € o risco do comprometimento da eficacia e seguranca (EV, 2000; GIL, 2007). A
eficacia pode ser comprometida pela diminuicdo do teor dos farmacos ou pelo comprometimento da
forma farmacéutica que provoque variagdo na sua porcentagem de cedéncia, culminando numa
menor absor¢do do farmaco pelo organismo. J& a seguranca pode ser afetada se os produtos de
degradacdo que se formarem tiverem maior toxicidade que o farmaco em si, causando assim
maiores danos ao organismo.

“A estabilidade de um farmaco ou medicamento consiste na sua manutencdo dentro de
especificacOes estabelecidas, tendo asseguradas sua identidade, poténcia, qualidade e pureza”
(BRASIL, 2005).

111.7.a — Estudos de Estabilidade

Os estudos de estabilidade sdo um conjunto de métodos qualitativos e quantitativos que tém
por finalidade avaliar o comportamento dos farmacos ou medicamentos que se alteram com o
tempo, por influéncia de fatores extrinsecos, e possibilitam também avaliar possiveis instabilidades
entre os componentes das formulagdes (GIL, 2007).

Esses estudos iniciam-se por testes acelerados, em que as amostras contidas em embalagens
impermeéaveis ou semipermeaveis sdo submetidas a temperatura de 40°C e umidade relativa de

75%. Para a determinacdo do prazo de validade de um farmaco ou medicamento, devem ser
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realizados estudos em longo prazo, em que as amostras sdo expostas a temperatura de 30°C e
umidade relativa de 75% (United States Pharmacopoea 27, 2003).

Os estudos de estabilidade fornecem indicagdes sobre o comportamento do produto, em
determinado intervalo de tempo, frente a condigdes a que possa ser submetido, ou seja, fornece
informacdes que indicam o grau de estabilidade relativa do produto nas variadas condicdes a que
possa estar sujeito, desde sua fabricacdo até o término de sua validade. A estabilidade € relativa,
uma vez que varia com o tempo e em funcdo de fatores que aceleram ou retardam alteragdes ou
degradacdes no produto (ANVISA, 2004).

111.7.b — Legislacéo

111.7.b.1 — Resolucdo RE n° 1, de 29 de julho de 2005, da ANVISA

No Brasil, os estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos e medicamentos na industria
farmacéutica devem ser procedidos de acordo com as recomendagdes da Resolucdo RE n° 1, de 29
de julho de 2005, da ANVISA, que publica o Guia para a Realizacdo de Estudos de Estabilidade,
visando orientar a realizacdo dos testes de estabilidade de produtos farmacéuticos, com finalidade
de prever, determinar ou acompanhar seu prazo de validade (BRASIL, 2005).

Em relacdo aos estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos, essa resolucéo fornece as
seguintes definicdes:

e TESTE DE ESTABILIDADE: conjunto de testes projetados para obter informacgdes sobre a
estabilidade de produtos farmacéuticos visando definir seu prazo de validade e periodo de
utilizacdo em embalagem e condi¢Ges de armazenamento especificadas.

e ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADA: estudo projetado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicoes
forcadas de armazenamento. Os dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos
estudos de longa duracdo, podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos
prolongados em condicdes ndo aceleradas e para avaliar o impacto de curtas exposicdes a
condicdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que podem ocorrer durante o
transporte.

e ESTUDO DE ESTABILIDADE DE ACOMPANHAMENTO: estudo realizado para
verificar se o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas, e microbioldgicas conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de

longa duracéo.
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e ESTUDO DE ESTABILIDADE DE LONGA DURACAO: estudo projetado para verificar
as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbiologicas de um produto
farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados
séo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condicOes de
armazenamento.

e PRAZO DE VALIDADE: data limite para a utilizacdo de um produto farmacéutico definida
pelo fabricante, com base nos seus respectivos testes de estabilidade, mantidas as condicdes
de armazenamento e transporte estabelecidos.

Segundo a Resolugdo RE n° 1, de 29 de julho de 2005, o prazo de validade deve ser
determinado pelo estudo de estabilidade de longa duracéo, procedido conforme legislagdo em anexo
(Anexo a). Tambem é recomendado que os estudos de estabilidade sejam procedidos com o produto

em sua embalagem primaria.

111.7.b.2 — Guia para Realizagédo de Fotoestabilidade

Segundo a Resolucdo RE 1, de 29 de julho de 2005, da ANVISA, os estudos de
fotoestabilidade devem ser realizados de acordo com o Guia para Realizagdo de Fotoestabilidade,
disponivel no portal da ANVISA (ANVISA, 2011). Se ndo for apresentado o estudo de
fotoestabilidade de medicamento para o registro, deve haver justificativa técnica com evidéncia
cientifica de que os farmacos ou o produto ndo sofrem degradacédo pela luz ou de que a embalagem
primaria ndo permite a passagem de luz (BRASIL, 2005).

Segundo esse guia, o teste de fotoestabilidade tem como objetivo demonstrar que a
exposicdo do produto a luz ndo provoca alteracGes significativas. As especificacdes para as opcoes
de fontes de luz, camara para estudo de fotoestabilidade e recomendacGes de determinacdo do
tempo minimo de exposicdo das amostras de acordo com o sistema actinométrico que devem ser
utilizadas na realizacao de estudos de fotoestabilidade estdo disponiveis na recomendacao em anexo
(Anexo b).

111.7.b.3 — Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos

Em 2004, a ANVISA disponibilizou o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos
(ANVISA, 2004).
Segundo essa resolucéo, os seguintes aspectos devem ser considerados na estabilidade:
e Fisicos: no final do estudo, as propriedades fisicas originais do produto devem ser

conservadas;
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e Quimicos: a integridade da estrutura quimica, o teor dos componentes e outros parametros
devem ser mantidos dentro dos limites especificados;

e Microbiologicos: as caracteristicas microbiologicas devem ser conservadas, conforme os
requisitos especificados;

e Funcionalidade: os atributos do produto devem ser mantidos sem afetar o fim a que se
destina.

e Seguranca: alteracdes que influenciem a seguranca de uso do produto ndo podem acontecer.
Quanto ao acondicionamento das amostras em estudo de estabilidade, esse guia recomenda

que sejam acondicionadas em frasco de vidro neutro, transparente, com tampa que garanta boa

vedacao, e que haja espaco que permita a troca de gases.

111.7.c — Estabilidade de Produtos Naturais

Poucos relatos foram encontrados na literatura de trabalhos que avaliam a estabilidade de
produtos naturais.

Maciel e colaboradores (2006) avaliaram a estabilidade preliminar de tinturas de diferentes
espécies de arnicas, L. pinaster, L. rupestris e Arnica montana, em estufa climatizada a 30° C e 70%
de umidade relativa por 6 meses e em prateleira por 10 meses, visando avaliar a semelhanca entre as
preparacdes e verificar as alteracfes sofridas com o tempo. A avaliacdo dos produtos ao final do
periodo de armazenamento demonstrou que o0s odores caracteristicos apresentaram-se menos
intensos, houve diminuicdo do pH, houve reducdo das porcentagens de residuo seco e as analises de
CLAE demonstraram a degradacdo dos marcadores quimicos. Os resultados obtidos no estudo
indicaram haver instabilidade nas tinturas avaliadas ao longo do tempo.

Estudo realizado por Lima e colaboradores (2005) avaliou o efeito da luz e da temperatura
de congelamento sobre a estabilidade das antocianinas da pitanga roxa, Eugenia uniflora L., sendo
avaliada a polpa congelada nos tempos 0, 2, 4, 6 e 12 meses de estocagem, e comparando-se
amostras expostas e protegidas da luz, através da absorbancia dos extratos. Nas amostras
congeladas, aconteceu degradacdo significativa das antocianinas nos 60 dias iniciais, ndo havendo
decréscimo no teor dessas substancias nos meses subseqlientes. Quanto a exposi¢dao a luz, foi
demonstrada maior instabilidade do extrato antociénico, em relacdo ao extrato armazenado
protegido da luz.

Bailoni e colaboradores (1998) avaliaram a estabilidade do extrato antocianico das folhas de
Acalipha hispida, exposto e protegido da luz, sob atmosfera de N, e foram feitas leituras periodicas
das absorbancias. Os resultados obtidos demonstraram que proteger o produto da luz diminui a
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perda da cor original ao longo do tempo, e sugeriram que 0 armazenamento do produto a
temperaturas mais baixas também diminui essa perda.

Em outro estudo, Amaral e colaboradores (2009) avaliaram o teor de cumarina no xarope de
guaco sob diferentes temperaturas de armazenagem, como indicativo da sua estabilidade. A
cumarina é uma das substancias que ja foi isolada a partir dessa planta e esta relacionada a sua
atividade anti-inflamatoria e expectorante. O xarope foi preparado e armazenado sob diferentes
condigdes de temperatura, 10° C, temperatura ambiente, 37° C e 45° C, durante 5 meses. Os
resultados obtidos demonstraram variacdo de teor — aumentos e decréscimos - em todas as
temperaturas testadas, atribuidas a equilibrio isomérico, ciclizacdo do precursor e volatilizacdo. Os
teores de cumarina variaram de 1,19 mg/mL a 1,37 mg/mL, em fung&o do tempo e da temperatura.

A fotoestabilidade do extrato de folhas de Photomorphe umbellata L. Miq (pariparoba) foi
avaliada por Almeida e colaboradores (2008), por meio da avaliacdo do teor de 4-nerolidilcatecol,
sendo as amostras expostas a luz por 30, 60, 90 e 120 minutos. Houve pequena variacdo nos teores,
atribuida a evaporagdo do solvente, portanto, ficou demonstrado que o extrato se mantém estavel
quando exposto a luz, nas condicdes estudadas.

A potencial atividade anti-inflamatdria, exibida pelo extrato etanolico por via tdpica, indica
que L. trichocarpha é uma espécie promissora para tornar-se um fitoterapico que possa ser utilizado
nos processos de inflamacéo, bem como ser fonte de substancias que possam originar farmacos com
a mesma indicacdo. No entanto, apesar da fitoquimica bem estudada e das atividades terapéuticas ja
conhecidas, ndo foram encontrados na literatura relatos sobre métodos analiticos de quantificacdo
dos marcadores quimicos direto no extrato etandlico sem prévio fracionamento, tampouco sobre
estudos de estabilidade para esta espécie vegetal, nem como droga vegetal, extrato ou derivados e
nem como fitoterapico.

A realizacdo dos estudos de estabilidade serve como instrumento preditivo de possiveis
desvios na eficacia e na seguranca definidas para o produto, durante seu desenvolvimento. O prazo
de validade, caracterizado como o periodo de vida Util, durante o qual o produto mantém suas
caracteristicas originais, além de ser um requisito legal, € um requisito técnico de qualidade, pois
um produto instavel do ponto de vista fisico-quimico, microbiol6gico ou toxicoldgico, além da
perda de eficécia, podera ter a seguranca de uso diminuida e a confiabilidade comprometida frente
ao consumidor (ANVISA, 2004).

O trabalho de desenvolvimento de um método analitico parte da busca bibliografica dos
métodos analiticos existentes para quantificacdo da substéncia de interesse ou, na sua auséncia, de
estruturas quimicas semelhantes. Apo6s compilacdo das informacdes analiticas s@o propostas
alteracdes visando otimizar o metodo, diminuindo o tempo de analise, minimizando o emprego de

solventes organicos, obtendo melhor separacdo dos sinais cromatograficos e recuperacdo dos
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analitos de interesse. A partir da quantificacdo de marcadores quimicos e avaliagdo do decréscimo
de sua concentracdo em uma amostra em funcdo do tempo é possivel avaliar a estabilidade de
extratos e produtos de origem natural. O estudo de estabilidade tem grande importancia para
qualquer produto farmacéutico, uma vez que possibilita determinar as condi¢fes de armazenamento
e periodo de uso nos quais o produto mantém suas caracteristicas iniciais, garantindo a seguranca e
eficacia durante determinado periodo. Para L. trichocarpha, o estudo de estabilidade significa uma
etapa a mais no desenvolvimento de um fitoterapico seguro e eficaz, que possa ser padronizado e
regulamentado, e, uma vez registrado, disponibilizado a populacao.

Considerando as atividades farmacologicas da L. trichocarpha ja comprovadas, a fitoquimica ja
bem estudada, a ocorréncia da “arnica” em Minas Gerais e seu imenso uso popular no Estado e no pais
e a importancia dos estudos de estabilidade para garantir a qualidade do produto, bem como sua
seguranca e eficécia, torna-se relevante o estudo mais aprofundado desta espécie vegetal no sentido de
se obter dados sobre a estabilidade de seu extrato etandlico e de se estabelecer uma metodologia para a
avaliacdo da qualidade deste extrato visando a obtencdo de formulagdes eficazes e seguras que possam

ser utilizadas como medicamentos fitoterapicos.
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ANEXO A

RESOLUCAO - RE N°. 1, DE 29 DE JULHO DE 2005.

O Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso de suas
atribuicBes e tendo em vista o disposto no art. 111, inciso I, alinea "a" do Regimento
Interno da ANVISA aprovado pela Portaria n® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada

em 22 de dezembro de 2000, resolve:

Art. 1° Autorizar ad referendum, a publicacdo do Guia para a Realizacdo de Estudos de
Estabilidade, em anexo.

Art. 2° Fica revogada a Resolucéo - RE n° 398, de 12 de novembro de 2004, publicada no
Diario Oficial da Unido de 16 de novembro de 2004.

Art. 3° Esta Resolugéo entra em vigor na data de sua publicacéo.

DIRCEU RAPOSO DE MELLO

Anexo

GUIAPARA A REALIZAQAO DE ESTUDOS DE ESTABILIDADE

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, e de outros relacionados ao préprio produto como
propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica e sua composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais

de embalagem.

APLICABILIDADE
Guia para realizacao dos testes de estabilidade de produtos farmacéuticos a fim de prever,

determinar ou acompanhar o seu prazo de validade.

1. DEFINICOES

ESTUDO DE ESTABILIDADE ACELERADO

Estudo projetado para acelerar a degradagdo quimica e/ou mudangas fisicas de um produto
farmacéutico em condigdes forcadas de armazenamento. Os dados assim obtidos,
juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duragdo, podem ser usados para

avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condic¢des ndo aceleradas e para avaliar



0 impacto de curtas exposicdes a condi¢bes fora daquelas estabelecidas no rétulo do
produto, que podem ocorrer durante o transporte.

ESTUDO DE ESTABILIDADE DE ACOMPANHAMENTO

Estudo realizado para verificar que o produto farmacéutico mantém suas caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas, e microbiologicas conforme os resultados obtidos nos
estudos de estabilidade de longa duragéo.

ESTUDO DE ESTABILIDADE DE LONGA DURAC;AO

Estudo projetado para verificacdo das caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
microbiologicas de um produto farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do prazo
de validade esperado. Os resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de
validade e recomendar as condicGes de armazenamento.

LOTE

Quantidade de um produto obtido em um Unico processo ou série de processos, cujas
caracteristicas essenciais sdao a homogeneidade e qualidade dentro dos limites
especificados.

LOTE EM ESCALA PILOTO

Um lote de produto farmacéutico produzido por um processo totalmente representativo
simulando o lote de producdo industrial e estabelecido por uma quantidade minima
equivalente a 10% do lote industrial previsto, ou quantidade equivalente a capacidade
minima do equipamento industrial a ser utilizado.

PRAZO DE VALIDADE

Data limite para a utilizagdo de um produto farmacéutico definida pelo fabricante, com
base nos seus respectivos testes de estabilidade, mantidas as condi¢cGes de armazenamento
e transporte estabelecidos.

TESTE DE ESTABILIDADE

Conjunto de testes projetados para obter informacdes sobre a estabilidade de produtos
farmacéuticos visando definir seu prazo de validade e periodo de utilizacdo em

embalagem e condicBes de armazenamento especificadas.
2. DISPOSICOES GERAIS
2.1 O prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é determinado por

um estudo de estabilidade de longa duracdo de acordo com os pardmetros definidos em

tabela abaixo. Por ocasido do registro podera ser concedido um prazo de validade
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provisorio de 24 meses se aprovado o relatorio de estudo de estabilidade de longa duragéo
de 12 meses ou relatorio de estudo de estabilidade acelerado de 6 meses acompanhado dos
resultados preliminares do estudo de longa duragdo com, conforme parametros definidos

em tabela abaixo.

Forma Condicéo de Embalagem Temperaturae Temperatura e
Farmacéutica  armazenamento* umidade umidade
Acelerado** Longa
Duragéo**
Sélido 15°C -30°C Semi-permeével 40°C £2°C/  |30°C £2°C/
75% + 5% UR |75% +5% UR
Sélido 15°C -30°C Impermeavel  40°C + 2°C 30°C + 2°C
Semi-solido 15°C -30°C Semi-permeavel 40°C £2°C/  30°C £2°C/
foleka 75% £+ 5% UR |75% +5% UR
Semi-solido 15°C -30°C Impermeéavel  |40°C £+ 2°C 30°C + 2°C
Liquidos 15°C -30°C Semi-permeavel 40°C £2°C/  30°C £2°C/
folelal 75% £ 5% UR |75% 5% UR
Liquidos 15°C -30°C Impermeavel  40°C + 2°C 30°C + 2°C
Gases 15°C -30°C Impermeavel  40°C + 2°C 30°C £ 2°C
Todas as formas [2°C - 8°C Impermeéavel  |25°C + 2°C 5°C £ 3°C
farmacéuticas
Todas as formas 2°C - 8°C Semi-permeéavel 25°C + 2°C 5°C £ 3°C
farmacéuticas 60% + 5% UR
Todas as formas -20 °C Todas -20°C £ 5°C 20°C £ 5°C

farmacéuticas

*Qualquer recomendacdo de armazenamento em temperatura dentro destas faixas deve
constar de bulas e rotulos. A temperatura recomendada ndo exime de que os testes de
estabilidade sejam realizados com as temperaturas definidas nas duas Gltimas colunas da
tabela.

** Os valores de temperatura e umidade sdo fixos e as variaches sdo inerentes as
oscilacBes esperadas pela cAmara climéatica e por eventuais aberturas para retirada ou
colocacédo de material.

*** Liquidos e semi-solidos de base aquosa devem realizar o estudo com umidade a 25%
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UR ou 75% UR. Caso se opte por 75% UR, o valor da perda de peso devera ser
multiplicado por 3,0.

2.2. O prazo de validade deve ser confirmado mediante a apresentacdo de um estudo de
estabilidade de longa duracdo de 24 meses de duracdo, protocolado na forma de
complementacdo de informacOes ao processo. A presenca desta documentacdo no

processo € necessaria para a renovacgdo do registro.

2.3. O estudo de estabilidade deve ser executado com o produto farmacéutico em sua

embalagem priméria.

2.4. Os produtos importados a granel devem descrever nos seus rétulos a data de
fabricacdo, a validade e a condi¢do de armazenamento até a execucdo da embalagem
primaria para serem liberados pela autoridade sanitaria de portos e aeroportos. O estudo

sera avaliado durante a inspecdo na empresa fabricante.

2.5. Para produtos importados, os estudos de estabilidade podem ser realizados no exterior
de acordo com os parametros definidos nesta Resolucdo. Nos caso de produtos importados
a granel, o prazo de validade deve levar em consideracdo o tempo méximo de

armazenamento até a execuc¢do da embalagem primaria.

2.6. Para produtos importados, a granel ou em embalagem primaria, os estudos de
estabilidade de acompanhamento devem ser realizados em solo brasileiro de acordo com

os parametros definidos nesta Resolucéo.

2.7. Estudos adicionais, tais como fotoestabilidade que se fagcam pertinentes de acordo
com as propriedades do produto em questdo, poderdo ser necessarias para a comprovacao
da estabilidade de produtos farmacéuticos. Nestes casos sugerimos seguir recomendacao
técnica disponivel no portal da Anvisa. A ndo apresentacdo de estudo de fotoestabilidade
deve vir acompanhada de justificativa técnica com evidéncia cientifica de que o(s)
ativos(s) ndo sofre(m) degradacdo em presenca de luz ou de que a embalagem primaria

ndo permite a passagem de luz.

2.8. E facultado utilizar modelos reduzidos de plano de estudo de estabilidade, baseados
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nos principios estabelecidos na recomendacéo técnica disponivel no portal da Anvisa.

2.9. Todo relatorio de estudo de estabilidade, independente da forma farmacéutica, deve
apresentar as seguintes informac6es ou justificativa técnica de auséncia:

Descricdo do produto com respectiva especificacdo da embalagem primaria

Numero do lote para cada lote envolvido no estudo

Descri¢do do fabricante dos principios ativos utilizados

Aparéncia

Plano de estudo: material, métodos (desenho) e cronograma.

Data de inicio do estudo

Teor do principio ativo e método analitico correspondente

Quantificacdo de produtos de degradacdo e método analitico correspondente

Limites microbianos

Para toda a forma farmacéutica solida a empresa deve acrescentar as seguintes
informacdes ou justificativa técnica de auséncia:

Dissolucao

Dureza

Para as formas farmacéuticas liquidas e semi-sélidas, a empresa deve acrescentar as
seguintes informagdes ou justificativa técnica de auséncia:

pH

Sedimentacao pds agitacdo em suspensdes

Claridade em solucoes

Separagdo de fase em emulsGes e cremes

Perda de peso em produtos de base aquosa

2.10. Para fins de prazo de validade provisorio de 24 meses sera aprovado o relatorio de
estabilidade acelerado ou de longa duragé@o de 12 meses que apresentar variagdo menor ou
igual a 5,0% do valor de analise da liberacdo do lote, mantidas as demais especificagdes.
Caso as variacdes de doseamento estejam entre 5,1% e 10,0% no estudo de estabilidade
acelerado, o prazo de validade provisorio serd reduzido a metade, ou seja, sera de 12
meses. O doseamento no momento zero nao pode ultrapassar as especificacées do produto
de acordo com farmacopéias reconhecidas pela Anvisa ou, na auséncia de informacao
farmacopeica, com método validado de acordo com o Guia para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos. Caso a especificacdo farmacopeica e/ou proveniente de método

validado permitir que o momento zero seja acima de 10% do declarado a variagdo da
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queda sera analisada caso a caso.

2.11. Para fins de prazo de validade definitivo, somente serd aprovado o relatorio de
estabilidade que apresentar a variacdo do doseamento dos principios ativos dentro das
especificacbes farmacopeicas e/ou proveniente de método validado do produto de acordo
com o Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos, e mantidas as demais
caracteristicas do produto.

2.12. Em caso de produtos que requeiram reconstituicdo ou diluicdo deve-se apresentar
informagdes iniciais e finais que comprovem o periodo de utilizagdo pelo qual o produto
mantém a sua estabilidade depois da reconstituicdo, nas condi¢cBes de armazenamento
determinadas. Os estudos devem ser conduzidos utilizando o diluente especificado para
reconstituicdo do produto farmacéutico. Se existir a opcdo de mais de um diluente, o
estudo deve ser conduzido com aquele que apresente o produto farmacéutico reconstituido

menos estavel.

2.13. Em caso de comprimidos efervescentes deve-se apresentar informacdes iniciais e
finais que comprovem o periodo de utilizacdo pelo qual o produto remanescente mantém a
sua estabilidade depois da abertura da embalagem priméria nas condicdes de
armazenamento determinadas. Estes estudos devem ser realizados com os parametros e

testes definidos por esta Resolucao.

2.14. Excepcionalmente, para os produtos cujos cuidados de conservagdo sejam inferiores
a 25°C e de uso exclusivo em hospitais e clinicas médicas, serdo aceitos estudos de
estabilidade nas condicdes especificadas para Zona Il (25°C/60%UR), desde que seja
devidamente comprovado que o produto ndo suporta as condicOes estabelecidas nesta
Resolucdo. Entretanto o titular do registro do produto deve assegurar a conservacao

recomendada durante o transporte e a distribuicao.
3. SELECAO DE LOTES
3.1. Para fins de registro e alteracfes pos-registro, nos estudos de estabilidade acelerado e

longa duracdo: um ou trés lotes, de acordo com as normas legais e regulamentares

pertinentes.
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3.2. Os lotes a serem amostrados devem ser representativos do processo de fabricacao,
tanto em escala piloto quanto escala industrial.

3.3. Para os produtos cuja concentracdo do principio ativo esteja na ordem de dosagem
abaixo de 0.99 miligramas por unidade posoldgica, ndo serdo permitidos lotes pilotos com

quantitativos diferentes dos lotes industriais. Nao aplicavel a soluces.

3.4. Os estudos de acompanhamento deverdo ser realizados nas condi¢des climaticas
preconizadas neste Guia. A amostragem deve seguir 0s parametros abaixo descritos:

a) Um lote anual, para producdo acima de 15 lotes/ano.

b) Um lote a cada 2 anos, producdo abaixo ou igual de 15 lotes/ano.

c) Para produtos com diferentes concentracGes e formulagdes proporcionais, podera ser
utilizado como critério de escolha, aquele que apresentar o maior numero de lotes

produzidos ao ano.

3.5. O estudo de acompanhamento somente podera ser realizado se o produto ndo sofrer
nenhuma alteracdo ap6s a conclusdo do estudo de estabilidade de longa duracdo. Caso
ocorra qualquer alteracdo no produto devera ser realizado novo estudo de estabilidade de

longa duragdo conforme preconizado neste Guia.

4. FREQUENCIA DOS TESTES

4.1. Estudo acelerado: 0, 3 e 6 meses para doseamento, quantificacdo de produtos de
degradacdo, dissolucdo (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel). Para as demais provas

apresentar estudo aos 6 meses comparativo ao momento zero.

4.2. Estudo de longa duragéo: 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24 meses para doseamento, quantificacao
de produtos de degradacéo, dissolucdo (quando aplicavel) e pH (quando aplicavel). Para
as demais provas, apresentar estudo no prazo de validade requerido comparativo ao

momento zero.

4.3. Estudo de acompanhamento: a cada 12 meses deverdo ser realizados todos o0s testes
de um relatério de estudo de estabilidade, relatério que deve ser disponibilizado no
momento da inspecéo.
5. DA ADEQUACAO
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5.1. E obrigatéria a apresentacdo de estudos de estabilidade no momento da primeira
renovacao de registro apds a publicacdo desta Resolucéo caso este estudo ndo conste do
dossié do registro, mesmo que conduzidos de acordo com os parametros vigentes quando

do inicio dos estudos.

5.2. A Anvisa aceitara até 31 de julho de 2007, no momento do registro, pds-registro ou
da renovacdo de registro, estudos de estabilidade de longa duracdo que ja estejam em
andamento com o parametro de umidade abaixo de 75%. Entretanto as camaras climaticas
devem ser re-qualificadas para umidade de 75% a partir da data de publicacdo desta

Resolucéo. Fica a critério da empresa reiniciar ou ndo estes estudos.

5.3. Caso os estudos de estabilidade de longa duracdo tenham sido realizados somente
com parametros de umidade distintos do definido nesta Resolucéo, as empresas deverao
na primeira renovacdo de registro apds 1 de agosto de 2007, apresentar estudos de
estabilidade de acompanhamento em um lote, de acordo com esta Resolugdo. Para
produtos que atendam a esta circunstancia, 0 momento da renovacéo é entre 1 de agosto
de 2007 e 31 de julho de 2008 e ja tenham validade igual ou superior a 36 meses, é
possivel aprovar um periodo de validade de 36 meses com a apresentacdo de estudos de

no minimo de 24 meses.

5.4. Caso os estudos de estabilidade de longa duracdo tenham sido realizados com
parametros de temperatura e umidade distintos do definido nesta Resolucéo, as empresas
deverdo na primeira renovacado de registro apds 1 de agosto de 2007, apresentar estudos de
estabilidade de longa duracdo de 12 meses, ou estudo acelerado de 6 meses acompanhado
do respectivo estudo de longa duracdo de acordo com esta Resolugdo. Caso as condicGes
de estabilidade ndo forem comprovadas na submissdo da renovacéo de registro, a empresa
devera solicitar suspensdo de comercializacdo para manter o registro, caso contrario o

registro ndo sera renovado.

5.5. Casos os estudos de longa duracéo, realizados através das condic¢des desta Resolucao,
comprovem um prazo de validade menor que o estabelecido no registro do produto, a
empresa devera imediata e provisoriamente implementar e solicitar alteracdo pos-registro

para alteragédo de prazo de validade com base nos dados obtidos.
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ANEXO B

GUIA PARA REALIZACAO DE ESTUDOS DE FOTOESTABILIDADE

ESTUDO DE FOTOESTABILIDADE

1. FOTOESTABILIDADE

O teste tem como objetivo demonstrar que uma exposicao a luz nao resulta em alteragdes
significantes no produto.

Sao recomendados testes em:

a) Produto exposto

b) Produto em sua embalagem primaria

Em alguns produtos onde tem sido demonstrado que a embalagem priméaria €
completamente fotoprotetora, tais como: tubos de aluminio ou enlatados; os testes ndo precisam ser
realizados, mediante levantamento bibliografico, demonstrando que os componentes da formulacéo

ndo apresentam problemas de fotoestabilidade. Este produto sera isento do estudo.

1.1. AS FONTES DE LUZ E CAMARA DE TESTES

Sdo descritas duas opg¢0es para fontes de luz.
OPCAO 1: utilizar uma fonte de luz similar ao padréo de emissdo D65/1D65, como uma lampada
fluorescente artificial combinando emisséo visivel e UV. D65 € o padréo internacional reconhecido
para luz do dia como definido na ISO 10977(1993). ID65 é o equivalente ao padrao de luz indireta
de interiores. Para fonte de luz emitindo radiagéo significativa abaixo de 320nm, deve ser utilizado
filtro(s) para eliminar tais radiagoes.
OPCAO 2: a amostra deve ser exposta a combinac&o descrita abaixo:
a) Lampada branca fluorescente fria similar a 1ISO 10977(1993)
b) Lampada fluorescente UV com espectro distribuido entre 320nm e 400nm, e emissdo maxima
de energia entre 350nm e 370nm.

Para realizacdo dos testes, deve-se manter um controle apropriado da temperatura, a fim de
minimizar os efeitos de alteracOes localizadas deste fator. As amostras devem ser expostas em
uma cadmara oticamente isolada do ambiente externo com ventilacdo apropriada e a camara, por

sua vez, deve estar em uma sala com temperatura controlada.

1.2. PROCEDIMENTO
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As amostras devem ser expostas a ndo menos que 1,2 milhdes de lux. hora, integrados a uma
energia de ultra-violeta proxima de ndo menos que 200 watt horas/m2.
As amostras devem ser expostas lado a lado utilizando o sistema quimico validado actinométrico,
assegurando que a exposicdo foi garantida; ou a uma duracéo apropriada quando as condigdes
sdo monitoradas por radiémetros ou luximetros calibrados.

Se amostras protegidas - por exemplo, em papel aluminio; forem utilizadas como controles
para avaliacéo das alteracOes provocadas pela temperatura induzida no processo, estas devem ser

colocadas junto com as amostras em teste.

1.2.1. SISTEMA ACTINOMETRICO

Trata-se de um sistema para monitoramento de exposi¢des proximas a lampada fluorescente
UVv.
OPCAO 1:
a) Prepare uma solucdo aquosa de quinino monocloridrato dihidratado 2% peso/volume em agua
(se necessario, dissolva a quente).
b) Amostra: Adicione 10ml da solucéo de quinino em ampolas de 20mL incolor, selada
hermeticamente. Prepare um numero suficiente de ampolas para execucdo do teste.
c) Controle: Adicione 10ml da solucgéo de quinino em ampolas de 20mL incolor, selada
hermeticamente, e embrulhada em papel aluminio. Prepare um nimero suficiente de ampolas para
execucdo do teste.
d) Promova a exposicao luminosa das ampolas contendo a amostra e o controle na cdmara de
testes.
e) Em intervalos apropriados de tempo, determine as absorbéncias da amostra (Aa) e do controle
(Ac) a 400 nm em cubeta de quartzo de 1 cm, usando 4gua como branco.
f) Determine AA = (Ac - Aa) para tempos distintos (T1, T2, T3, ..., Tn).
g) Trate de forma estatistica apropriada os dados obtidos (AA versus T) e estime o tempo de
exposicao necessario para que se tenha AA > 0,9 AU. Este sera o tempo de exposi¢do das
amostras de farmacos.
Exemplo: Conforme grafico abaixo, das cinco medidas feitas, estima-se um valor de t = 9 para que
se tenha AA=0,9
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OPCAO 2:

a) Preencha uma cubeta de quartzo de 1cm com a solucdo de quinino, citada na opcdo 1. Tampe a
cubeta com tampa apropiada ;

b) Separadamente preencha uma outra cubeta de quartzo de 1cm, com a mesma solugédo, tampe-a
e embrulhe em papel aluminio para proteger completamente da luz, e use como controle;

¢) Exponha a amostra e o controle a fonte de luz por um namero apropriado de horas;

d) Depois de exposicao determinar as absorbancias da amostra (Aa) e do controle (Ac) a 400 nm;
e) Calcule a mudanga em absorbancia, AA = Ac - Aa.

f) Estime o tempo necessario para assegurar um AA minimo de 0,5 AU, conforme descrito na

opcao 1. Este sera o tempo de exposicdo das amostras de farmacos.

1.3. CONSIDERAGOES PARA EXECUGAO DO TESTE

Os estudos séo tratados iniciando com o teste de exposicdo total do produto e em seguida, se
necessario na embalagem primaria.

Pode ser apropriado testar certos produtos como infusdes liquidas, cremes topicos, etc. para
garantir sua fotoestabilidade em uso. A extenséo destes testes depende do uso dos produtos.

Os processos analiticos usados devem ser adequadamente validados.

Os testes devem ser executados, inicialmente em trés diferentes lotes do produto e depois,
periodicamente ou por alguma modificacdo relevante no processo de fabricacdo e/ou alteragéo de

matéria prima, em um lote do produto.
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Cuidados devem ser tomados para garantir preservadas as caracteristicas fisicas das
amostras sob teste, tais como resfriamento e/ou posicionamento das amostras em recipientes
lacrados, propiciando minimizar alteracdes de estado fisico, a citar: sublimacgdo, evaporagdo ou
fusdo. Estas acdes sdo tomadas a fim de estabelecer o minimo de interferéncia com a irradiacdo das
amostras sob teste.

Possiveis interacbes entre as amostras e materiais utilizados em sua protecdo ou
componentes dos recipientes devem sempre ser consideradas e quando néo relevantes ao processo,
descartadas.

Quando as amostras estdo sendo testadas fora da embalagem primaria, devem ser
posicionadas de maneira a promover 0 maximo de exposi¢éo a fonte de luz.

Se a exposicao direta ndo € adequada, por exemplo: devido oxidar o produto; a amostra deve
ser colocada em um recipiente inerte, transparente e protegido adequadamente.

Se houver necessidade de testar o produto nas embalagens primarias, as amostras devem ser
colocadas horizontalmente ou transversalmente em relagdo a fonte de luz, definidas pela maior
uniformidade na exposi¢do. Alguns ajustes devem ser necessarios, tratando-se de recipientes
maiores.

As amostras devem ser expostas pelo tempo necessario conforme poténcia da fonte de luz

utilizada.

1.4. ANALISE DAS AMOSTRAS

Ao final do periodo de exposicdo, as amostras devem ser examinadas para qualquer
alteracdo das propriedades fisicas, em geral: aparéncia, limpidez ou cor da solucdo; ou
dissolugdo/desintegracdo para formas como céapsulas, teor e produtos de degradacdo, por métodos
validados adequadamente para produtos desejados resultantes de processos de degradacao
fotoquimica.

Tratando-se de pos, as amostras devem utilizar porgdes representativas nos testes
individuais.

Para comprimidos, os testes devem ser conduzidos com 20 comprimidos ou capsulas. Caso
tenham sido utilizadas amostras protegidas como controle, as analises devem ser realizadas

concomitantemente.

1.5. AVALIACAO DOS RESULTADOS
Dependendo das alteracGes obtidas durante os estudos de fotoestabilidade, rétulos ou
embalagens especiais devem ser utilizados para evitar a exposi¢éo a luz, de maneira a assegurar a

estabilidade do produto durante o prazo de validade proposto.
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