Estabilidade em Fitocosmeéticos: Ensaios
Fisico-Quimicos aplicados
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« Biodiversidade;
« Mercado;

@ Custos de desenvolvimento; —
« Pesquisas na area. -



| - Exploracdo sustentavel da  diversidade bioldgica -2
IMPORTANCIA ESTRATEGICA DO BRASIL:

-rica biodiversidade;
- conhecimento de comunidades indigenas;

(SANT’ANA & ASSAD, 2002).

“® Estima-se gue existam aproximadamente 250 mil
espécies de plantas no mundo e que apenas 10% destas

tenham sido avaliadas cientificamente (BrRANDAO & zANETTI,
2008).

“® 25 % das 250.000 espécies de
plantas serao extintas até 2050.

Q
ﬁ
(O
o=
1Y)
—
(<))
2
ﬁ
9
o0

(CITES, 2002)
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BIODIVERSIDADE E COP-JSERVAQE«O 29 .setembre.2008 15:40:42

A MAIOR BIODIVERSIDADE (DESCONHECIDA) DO PLANETA

(FOTO: Ana Carnaval)

Imagine so: O Brasil adora se vangloriar do fato de que tem a maior biodiversidade do planeta; de que
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«w@ (O mercado de medicamentos fitoterapicos
movimenta de 400 milhdes a 500 milhdes de

délares por ano no Brasil. (instituto Brasileiro de Plantas
Medicinais -IBPM)

«@ No mundo: USS 27 bilhdes (em torno de 7% do
mercado mundial de medicamentos);

«@ Mercado farmacéutico cresce de 3% a 4% ao ano no
mundo, o fitoterapico sobe de 6% a 7% .

«w Estimativas apontam que o mercado global de
fitoterapicos chegara a aproximadamente USS 100
bilhdes em 2015 (Gia, 2011).
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Valor & diferenca entre mercado nadional e o de paises como Japdo e Franca. Dono da
biodiversidade mais elevada do mundo, Brasil tem hoje apenas uma droga desse género
baseada na flora nativa

Essa & a diferenca entre o valor movimentado pelo timido mercado brasileiro de
fitoterapicos e por mercados como o francés, o japonés e o alem3o -paises com uma
biodiversidade muito menor que a brasileira, mas que tiveram sucesso na transformacao de
moléculas de plantas em medicamentos,

Até hoje, s6 um fitoterapico baseado na flora brasileira foi desenvolvido em territdrio
nadonal. Trata-se do anti-nflamatadrio Acheflan, concorrente do Cataflam,



“*Enquanto o custo de desenvolvimento de um
medicamento de sintese pode chegar a USS 1,5
bilhao e levar de 10 a 15 anos, para um
medicamento  originado de planta, esse
investimento é da ordem de cerca de USS 5
milhoes (PATWARDHAN & VAIDYA, 2010).

“® 230 % da populacdo de paises menos desenvolvidos
depende do uso de plantas para os cuidados
primarios de saude (ScHUSTER, 2001).

“®*1/3 a 1/2 dos medicamentos mais vendidos é
derivado ou desenvolvido a partir de plantas
(digoxina, taxol, artemisina, vincristina, vinblastina,
Gingko biloba...) j 8 T NS

(HARVEY, 2000; STROHL, 2000)
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«w As publicacbes brasileiras na area de plantas
passaram de 24 entre 1984-1986 para 1.431 entre
2002-2004 (cALIXTO & SIQUEIRA JR, 2008).

Quim. Nova, Vol. 25, No. 3. 429438, 2002.

PLANTAS MEDICINAIS: A NECESSIDADE DE ESTUDOS MULTIDISCIPLINARES

Maria Aparecida M. Maciel*, Angelo C. Pinto e Valdir F. Veiga Jr.

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, CT, Cidade Universitaria, 21945- 970 Rio de Janeiro - RJ
Noema F. Grynberg ¢ Aurea Echevarria

Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 23851-970 Seropédica - RJ

Recebido em 6/11/00; aceito em 25/7/01




“® Existem poucos dados de pesquisas
sistematizadas, que fornecam para uma mesma
planta medicinal brasileira informacdes quimicas,
farmacologicas, toxicologicas e de desenvolvimento
de formulagdes (TOLEDO e cols, 2003; CARVALHO e cols, 2009).

7

“® A pesquisa por novos produtos oriundos da
biodiversidade brasileira € uma oportunidade
impar para estabelecer um modelo de
desenvolvimento proprio e soberano na area da

saude, na tentativa de minimizar a dependéncia
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Panorama Legislativo

Formulario de Fitoterapicos
Farmacopeia Brasileira

1* edigdo

Realinhamento dos trabalhos
da Farmacopeia Brasileira as
demandas do  SUS, na
perspectiva da Politica

' Nacional de Plantas Medicinais
isc € Fitoterapicos.

«@ Apoio a PNPMF

«w@ Memento terapéutico

« Farmacognosia/Monografias
« Marcadores para
Fitoterapicos




RDC 14/2010

SEGURANCA E EFICACIA CONTROLE DA QUALIDADE BPFC
Pré- clinico Compeéndios RDC 17/2010
RE 90/2004 FB
RDC 37/2009 POS-REGISTRO
Pesquisa clinica
RDC 39/2008 Validacao RE 91/2004
Res. 196/1996 RE 899/2003
Res. 251/1997 ESTABILIDADE
BPPC RELATORIO TECNICO
RE 1/2005
Literatura Bula
IN 5/2010 RDC 47/2009 FARMACOVIGILANCIA
Tradicionalidade de uso Rotulagem RDC 4/2009
RDC 71/2009 IN 14/2009
Registro simplificado
IN 5/2008 Nome comercial PUBLICIDADE
RDC 333/2003
RE 96/2008
Restricdo de venda RDC 23/2009

RDC 136/2003




Desenvolvimento de um

fitoterapico

~e® Pesquisa de mercado

“e® Estudos Botanicos

~e® Estudos Agrondmicos

~e® Estudos Quimicos

~e® Estudos Farmacologicos

~e® Desenvolvimento farmacotécnico
“e® Desenvolvimento de analitico
~«® Validacao de método analitico —
“«® Estudo de estabilidade
~e® Registro do fitoterapico

Controle de Qualidade




Da planta a planta medicinal

PLANTA

Testes pré-clinicos

Perfil farmacologico

A A e clinicos
Andlise toxicologica

EFICACIA SEGURANCA

A

PLANTA MEDICINAL

i
Sintese quimica de
NOVOS : .
MEDICAMENTOS derivados ativos
. + |

Extrato total da planta |Extrato purificado Principios ativos




Da planta medicinal a forma-farmacéutica

Extrato:
totais/parciais

Extratos
concentrados

N v A




Cronograma padrao de P&D de

fitoterapicos

2°ano | 3%ano | 4°ano | 5°%ano

Estimativa
S ok {g'i:sé‘;) (r::a::s ) sohiafzalselsahopolzolsofelzee
IEXTRATO’ Obtencao do extrato padronizado 18+ | 3a12
I ) Farmarcologico 15a40 | 1a8
CLIIDISIIEO” Tox coldgico em roedores 110 a 260 7
Toxcoldg co em cass (crdnico) 300 5
Fasa | 132 6
Deszenvolvimento da F Farmacéutics | interno 5
Fase l 260 9
. ,se Estabilidade interno 24
GLINCD Fasa lll 350 9 ..
Avaliag&o estatistica incluso 2
Preparg do Dossié e submisséo interno | .
Ranigtrn ANVISA 10 6212

Legenda:
prazo estimado (best casa)

B prazo estimado (worst case)




Estudos de Estabilidade

w “Guia para realizacdo dos testes de estabilidade de produtos
farmacéuticos” RE 01/05.

« Verificacdo das caracteristicas:

- fisicas,

- quimicas,

- bioldgicas e

- microbioldgicas de um produto farmacéutico na validade
esperada.

«(Os resultados sao usados para estabelecer ou confirmar o prazo de
validade e recomendar as condicdes de armazenamento.



Estudos de Estabilidade

«w Estudo acelerado - amostras do medicamento acondicionadas em
sua embalagem primaria devem ser submetidas, durante seis meses,
a condicoes de 40 °C e umidade relativa que pode ser de 75% caso a
embalagem primaria seja constituida de material semipermeavel, ou
isento de controle de umidade quando do uso de material
impermeavel.

«w O prazo de validade, provisorio, a ser concedido sera de 24 ou 12
meses, quando for observada reducéo no teor da substancia atlva na
ordem de 5% ou no intervalo entre 5,1 até 10 %, |
respectivamente.




Estudos de Estabilidade

«w Estudo de longa duracao - objetiva estabelecer ou confirmar o
prazo de validade e recomendar as condicoes de armazenamento.
Esses estudos devem ser conduzidos em condicdes de temperatura
de 30 °C e umidade relativa variando conforme determinado para o
estudo acelerado durante o numero de meses que se deseja atribuir
como prazo de validade.

«w Os resultados finais do estudo de longa duracdo, assim como a
declaracao do prazo de validade e cuidados definitivos de
conservacao devem ser apresentados a ANVISA logo que conclm dos,
na forma de complementagao e ‘"‘”f"

das informacfes ao processo.



Estudos de Estabilidade

«w Estudo de acompanhamento - é realizado para verificar se o
medicamento mantém as caracteristicas demonstradas no estudo de
longa duracao. Esse estudo deve ser realizado a cada 12 meses e
disponibilizado no momento da inspecao da industria farmacéutica. O
resultado desses testes pode ser solicitado na renovacéo do registro
do produto, como prova adicional relativa a qualidade dos
componentes de um medicamento, de acordo com o item 5 do
Capitulo 1l da RDC 48/04.




Estudos de Estabilidade

« Estabilidade - H4 necessidade de dosar produtos de degradacao
em fitoterapicos, conforme a nova legislacédo de estabilidade (RE
01/05) solicita?

As empresas nao serao obrigadas a apresentar testes de produtos
de degradacao para o registro/renovacao de fitoterapicos, devido
a inviabilidade de sua realizacdo para todas as plantas. Porém, é
necessario demonstrar que a quantidade de marcador se mantém
estavel durante todo o periodo de validade do produto. N&do ha
como saber se os produtos de degradacdo podem ser o proprio
marcador, ou seja, ha tantas substancias presentes no
fitocomposto que, ao se degradarem, podem formar o proprio
marcador.




Testes aplicados a estudos de estabilidade

« Analise Macroscdpica e Microscdpica

- Atualmente, a venda de matérias-primas vegetais €, frequentemente,
realizada na forma rasurada ou pulverizada, o que limita a execucao da
analise macroscopica.

- A comparacao das caracteristicas da amostra, com as descricdes da
literatura, permite a sua autenticacao.

- A analise macroscopica permite, ainda, verificar indicios de
contaminacao.

- Analise microscopica.
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«w Determinac¢ao do conteudo de material estranho.

L



Testes aplicados a estudos de estabilidade

« Determinac¢ao de umidade

- Umidade favorece o desenvolvimento de microorganismos e a
hidrdlise de PA.

- O nivel de umidade recomendado 2 entre 6 e 16%.

- A analise é feita com a substancia reduzida a pd fino, pesada
exatamente de 1 a 2 g e transferida para um pesa-filtro chato
previamente dessecado durante 30 minutos. Secar em estufa a 1052 C
por 2 horas, esfriar e pesar até peso constante:

Calculos: Pu-Ps/Pa x 100
Pa = peso da amostra;
Pu=peso do pesa-filtro antes da dessecacao;
Ps = peso apds a dessecacao



Testes aplicados a estudos de estabilidade




Testes aplicados a estudos de estabilidade

«w Descricao
Corresponde a descricdo da matéria-prima e
de suas caracteristicas

Forma

Aspecto

Cor

Odor

SN XX




Testes aplicados a estudos de estabilidade

« Avaliacao qualitativa e quantitativa de PA, classe de componentes ou
marcadores.
Meétodos quimicos e cromatograficos podem ser empregados tanto na
avaliacao qualitativa como no doseamento de PA ou metabdlitos
secundarios vegetais, sendo de grande valia no controle de qualidade de
matérias-primas, bem como do produto fitoterapico terminado.

- CCD ' | 4
- Espectrofotometria
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Analise espectrofotomeétrica UV-Visivel

j
se quantitativa realizada na regiao do UV

L 400 nm para compostos que possuem
éforos)

\ « 7
\;. no Visivel 400-800 nm (compostos
dos ou complexados com regentes de
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Analise espectrofotomeétrica UV-Visivel

acao de absortividade molar de padrdes
feréncia;

€& um método de quantificacao especifico
substancias diferentes podem apresentar
smo cromoforo;

do na quantificagcdo principalmente de



Hiperico (Hipericum perforatum) — Verificacao de teor

ASSAY

Test solution In a 100 ml round-bottomed flask, introduce 0.800 g of the powderad drug
(500) (2.9.12), 60 ml of a mixture of 20 volumes of water B and 80 volumes of fefrahydrofuran
A and a magnetic stirrer. Boil the mixture in a water-bath at 70 “C under a reflux condenser
for 30 min. Centrifuge (2 min at 700 g) and decant the supernatant into a 250 ml flask. Take
up the residue with 60 ml of a mixture of 20 volumes of water R and 80 volumes of
tetrahydrofuran R. Heat again under a reflux condenser for 20 min. Centrifuge (2 min at 700
g) and decant the supernatant. Combine the extracts and evaporate to dryness. Take up the
residug with 15 ml of methanal k with the help of ultrasound and transfer to a 25 ml
measuring flask. Rinse the 250 ml flask with methano! f and dilute to 25.0 ml with the same

solhent. Centrifuge again, fiter 10 ml through a syringe fiter (0.2 pm). Discard the first 2
millilitres of thea filtrate. Introduce 5.0 ml of the filtrate into a measuring flask and dilute to 25.0
ml with methanaol F.

Compensation liquiad methanol A.

Meaasure the absorbance (2.2.25) at 590 nm of the test solution, by comparison with tha
compensation liquid.

Calculate the percentage content of total hypericins, expressad as hypearicin, using tha
following expression:

A » 125
e » 8TO0

i.a. taking the specific absorbance of hypericin to be 870.
A = absorbance at 590 nm,

i = mass of the drug to be examined, in grams.

Ph Eur




Doseamento Espectrofotométrico
Curva de Calibracao- Aescina

Padrio ‘
Concentragio Absorbdncia Média de Absor- S & 1',2315?9;8,:051
tedrica (mg/mL) (AU) bincia (AU) 1.00 - i
0.24884 2 0,80 "
0,2 0,25885 0,25624 = s
0,26102 £
0,50801 £ At
0.4 0,50815 0,50852 B020 ——
0.50941 000 +———— - : : . —
0,77454 0 0.1 0,2 0.3 0,4 0.5 0,6
0,6 0,77271 0,77433 Concentragao (mg/mL)
0.77574




Cromatografia liquida de alta eficiéncia

ica mais utilizada para doseamento de
utos naturais

erapico: Matriz complexa

inizacao das condicOes cromatograficas



Cromatografia liquida de alta eficiéncia

C nizacao das condi¢coes cromatograficas
e movel

ema Isocratico; Sistema de Gradiente)
ina cromatografica



Analise por CLAE- (Chapéu de Couro)

DAD1 B, Sig=270.8 Ref=0ff (31_07_DBICHAPEU COURO 2005-07-31 03-43-531012-0201.D)
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Analise por Cromatografia Gasosa (CG)

CG é uma técnica utilizada para
lificacao e quantificacao de constituintes

___estacionaria: Suporte solido
ytado com uma pelicula liquida (filme)




Deteccéo
especifica ou
universal

Gas
complementar

Entrada da
mostra: divisao ou
pré-concentragao

Controle e 3 i
medida de fluxo Injetor Detector Amplificador
ou de pressao

Controle de Saida de
temperatura dados
23 Registro de dados,
] integragéo, manipulagéo
por computador,
controle ou busca

VOGEL, 2010.




Analise do dleo de Citronela por CG

Chromatographic profile

Gas chromatography (2.2.28) : use the normalisation procedure.

Test solution The substance to be examined.

Reference solufion  Dilute 25 pl of limonene R, 100 pl of cironellal B, 25 Wl of citranellyl

acetate R, 25 pl of citral R, 25 yl of geranyl acetate R, 25 pl of gironealiol B and 100 pl of
geraniol B in 5 ml of hexane R.

Calummn:
— matenal: fused silica,

—size: |=60m, @=0.25 mm,
— stationary phase: macrogol 20 000 R (0.2 pm).

Carner gas  helium for chromatography R.
Flow rate 1.0 mi'min.
Split ratic  1:100.

Temperature.
Time Temperature
(min) (°C)
Column 0.2 80
2-26 80 — 150
26 - 42 150 — 185
42-49 185 —» 250
Injection port 260
Detector 260

Detection  Flame ionisation.
Injection 1 pl of the reference solution, 0.2 pl of the test solution.

Elution order The order indicated in the composition of the reference solution. Record the
retention times of these substances.



Analise por CG (Capim-limao, Capim-cidreira)

Composigdo Quimica (%) [Luzet al. (s.d.)a]: Tipo quimico A,

11 13

=27
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1100

=
o 1%
EE |
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ek PRl \ . L T

et

1| i

Maia, 2000.




Desenvolvimento do método analitico

aro de Amostras:

plicidade no processo de extracao
rodutibilidade dos resultados




Validacao de Métodos Analiticos

(Re 899/03)

metros da Validacdo:

cificidade




ole de Qualidade do Produto Terminado

Matéria-prima / Forma Farmacéutica

Analises

Matéria-prima vegetal pulverizada

Determinacdo do Peso médio
Granulometria

Extrato Vegetal

pH

Densidade Relativa

Determinacéo do teor de etanol
Determinagdo de metanol

Residuo seco

Determinagéo de volume médio
Viscosidade

Conteldo de substancias extraiveis por
etanol

Granulometria (extrato seco)

Granulado

Uniformidade de dose unitaria
Granulometria

Forma

Densidade e volume aparente
Superficie especifica
Friabilidade

Fluidez




ole de Qualidade do Produto Terminado

Mateéria-prima / Forma Farmacéutica

Analises

Capsula

Determinacéo do peso médio
Uniformidade de doses unitarias (capsulas
moles)

Tempo de desintegracéo

Tempo de Dissolucao

Comprimido

Aspectos gerais / Controle macroscopico
Determinacgéo do peso médio
Uniformidade de doses unitarias

Tempo de Dissolucao

Dureza

Friabilidade




olvimento Tecnologico - Producao e Controle
de Qualidade de Fitoterapicos

Tamisador



*** Produto Acabado

*** Comprimidos
+¢* Variacao de Peso ou Peso Médio
- Teste Oficial

- Pesar individualmente 20
comprimidos
- Pode-se tolerar nao mais que 2

unidades fora dos limites
especificados

- Importante no controle em
processo




Produto Acabado
¢ Comprimidos
¢* Dureza ou Resisténcia a Quebra

- Teste Oficial

-Dureza €& a resisténcia do
comprimido ao esmagamento ou a
ruptura sob pressao radial

- S30 analisados 10 comprimidos




+* Produto Acabado
*** Comprimidos
*¢* Dureza ou Resisténcia a Quebra

- O teste consiste em submeter o

comprimido a acao de um aparelho
que meca a forca aplicada
diametralmente, necessaria para
esmaga-lo.

- A forca € medida em Neuton.
- O minimo aceitavel & 30N (3kgf).




Quebra

encia a

N

Dureza ou Resist

Comprimidos

*

e

*

' Produto Acabado




' Produto Acabado
2> Comprimidos
¢ Dureza ou Resisténcia a Quebra




+* Produto Acabado

~ + Comprimidos
** Friabilidade

- Teste oficial

- Friabilidade é a falta de
resisténcia dos comprimidos a
acao mecanica de aparelhagem
especifica.




oduto Acabado I
* Comprimidos —E
P &= |

e
IR
*** Desintegracao (=

{2 e b0

- E definida, para os fins deste teste,
como o estado no qual nenhum
residuo da unidade (capsula ou
comprimido), salvo fragmentos de
revestimento ou matriz de capsulas
insoluveis, permanecerem na tela
metalica do aparelho.



Produto Acabado
*** Comprimidos
* Dissolucao
- Teste oficial

- O teste de dissolucao determina a

porcentagem da quantidade de
principio ativo, declarado no
rotulo do produto, liberado no
meio de dissolucao, dentro do
periodo especificado na
monografia.




N/

N/
0’0

** Produto Acabado

Capsulas

* Peso Médio ou Variacido de

Peso

a) Capsulas Duras

Pesar individualmente 20
capsulas

Se 1 ou mais capsulas estiverem
fora dos limites indicados, pesar
individualmente 20 unidades,
remover o conteudo de cada
uma e pesar novamente.



Produto Acabado

Capsulas

*+ Desintegracao

** Dissolucao

- No caso particular das capsulas,

caso o material da capsula
interfira na analise, testa a

capsula vazia.




Produto Acabado
** Solugoes
% Cor
- Compativel com odor e sabor
- Comparagdo com os padrdes N\

!

0:0 LH
- Teste oficial

- A determinacao do pH pode ser
feita por medicao potenciomeétrica
ou colorimétrica



Produto Acabado [

** Solucoes V5 N
*+» Densidade
- Teste oficial

- A densidade relativa de uma
substancia é a razao de sua massa
por seu volume a 20°C.

- Método do Picnometro

O quociente entre a massa da
amostra liquida e a massa da
agua, € a densidade.




¢ Produto Acabado

¢ Suspensao e Emulsao
% pH

* Viscosidade

- Teste oficial

.0

4

®

L/

- Viscosidade é a expressao da
resisténcia de liquidos ao
escoarem;




Produto Acabado

** Pomadas

*** Peso Médio

- Pesar individualmente 10
embalagens

- Remover o conteddo e lavar os
recipientes utilizando  solvente
adequado

- Secar, esfriar e pesar novamente

- A diferenca entre as pesagens
representa o peso do conteudo.




Produto Acabado
** Pomadas
*¢* Cor e odor

- Compativel com o local de
aplicacao

+* Plasticidade - espalhamento






OBRIGADA!




