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Prezados(as) Associados(as),
Reproduzimos para conhecimento informe extraído do site da Anvisa, constante no endereço http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/fitoterapicos/orientação.htm, referente a :
Orientações sobre “Controle de qualidade de extratos vegetais e fitoterápicos”
Este texto foi elaborado com base nas dúvidas encontradas nas análises de registro e pós-registro de medicamentos fitoterápicos. As respostas foram dadas por renomados professores da área de controle de qualidade em discussão com os especialistas da GMEFH e serão tomadas como normas orientadoras no controle de qualidade de fitoterápicos.

A GMEFH agradece aos professores de notório saber que participaram na elaboração deste documento. Seus nomes não foram citados por motivos éticos.
1. Validação de metodologias analíticas
1.1. Aplicabilidade da RE 899/03 para fitoterápicos
A validação de metodologia analítica para fitoterápicos deve ser feita de acordo com o disposto na RE 899/03, porém, os resultados podem seguir os níveis de aceitação estipulados para métodos bioanalíticos, considerando-se a complexidade da matéria-prima vegetal. Para métodos bioanalíticos, o valor do coeficiente de correlação linear (R) para aceitação da curva de calibração deve ser igual ou superior a 0,98 e pode-se aceitar uma dispersão de 15 % em todos os pontos médios e 20% próximo ao limite inferior de quantificação, de acordo com a referida legislação.
1.2. Na validação de metodologia analítica, deve-se utilizar padrões de referência ou utilizar padrões de trabalho com o extrato da planta conforme preconizado na RE 899/03.

Não havendo padrões de referência para fitoterápicos, a RE 899/03 já prevê o uso de padrões de trabalho.

A melhor opção é qualificar um extrato através dos marcadores isolados (padrão primário) e perfil cromatográfico. Em seguida, deve-se usar esse extrato qualificado como padrão de trabalho (padrão secundário) e perfil cromatográfico. Deve-se usar extrato padronizado em que cada um dos marcadores já está definido com quantidades mínimas.

Para a validação da metodologia de análise quantitativa, a calibração por adição de padrão é a mais recomendada, permitindo que seja considerado o efeito de matriz complexa.

As empresas devem sempre qualificar o extrato utilizado como padrão secundário de referência, através de padrões primários (substâncias isoladas) oficializados, independentemente da apresentação do certificado de análise do fornecedor.
Pode-se também utilizar diretamente os extratos padrões oficializados (por exemplo, aqueles disponibilizados pela USP), desde que acompanhado do perfil cromatográfico.

1.3. Valor de R na análise linearidade

O coeficiente de correlação (R) reflete a dispersão média dos valores individuais do sinal analítico das amostras de calibração em torno da curva de regressão teórica. Mesmo que a relação entre o sinal analítico e a concentração fosse exponencial, quadrática, polinomial, ou sigmoidal, o valor de R poderia ser igual a 1, desde que houvesse concordância entre os valores obtidos e o teórico para aquele modelo de regressão.

Portanto, valor de r = 1 não garante linearidade.
De acordo com a ICH (International Conference Harmonization): “A linearidade de um procedimento analítico é sua habilidade (dentro de uma dada faixa) de obter resultados em um procedimento que seja diretamente proporcional a concentração (quantidade) do analito na amostra”... “Ela deve ser demonstrada diretamente no analito ou em amostras fortificadas utilizando pelo menos cinco concentrações diferentes cobrindo a faixa de trabalho. Além do exame visual do sinal analítico em função da concentração, testes estatísticos apropriados são recomendados, tais como regressão linear. Os parâmetros inclinação e intercepto, soma dos quadrados residual e o coeficiente de correlação devem ser reportados. Uma representação gráfica dos dados e dos resíduos é recomendada.”

Assim, a análise visual do gráfico de resíduos é recomendada e deve-se assumir que se o modelo adotado para a regressão for realmente adequado, os valores de resíduo serão randomicamente distribuídos ao redor da linha de resíduo zero. Também se recomenda a estimativa de intervalos de confiança para as estimativas dos coeficientes da reta de regressão (slope e intercepto). Desvios significativos de linearidade geralmente ocorrem com métodos espectrofotométricos por ultravioleta no UV/Vis e CLAE-UV/Vis quando a faixa de calibração é muito ampla (mais de três ordens de magnitude).

O gráfico de resíduos não seria um trabalho adicional para as empresas, mas apenas a aplicação dos dados já existentes em um software, por exemplo, o Excel®.
A empresa pode apresentar também a dispersão dos pontos. Na curva de linearidade, os pontos não podem apresentar uma dispersão superior (ou seja, ser diferentes de) 15%.

1.4. Validação de produto final quando existe metodologia analítica farmacopeica para o derivado de droga vegetal, ou vice-versa.

Se o derivado utilizado no produto final tiver sido extraído da planta com o mesmo solvente utilizado na metodologia farmacopeica e não possua adição de excipientes não é necessária a validação.

Caso haja alteração em qualquer um destes parâmetros, deve-se fazer a covalidação: precisão, especificidade e linearidade.

Se houver um processo de extração mais elaborado, tem que ser feita a validação com todos os parâmetros descritos.

A maioria dos extratos tem lactose ou aerosil adicionado na preparação do extrato, como o laudo do fornecedor não especifica, é melhor co-validar.

É preciso cautela na interpretação de resultados de testes de quantificação por espectofotometria em relação a interferentes que absorvem no mesmo comprimento de onda. Os interferentes devem ser avaliados com cautela. Daí a importância de verificar o parâmetro da especificidade.

2. Estabilidade

2.1. Aplicabilidade da RE 01/05 para fitoterápicos
Para o registro de fitoterápicos será aceita uma variação no conteúdo de marcadores ¡Ü 15% do valor de análise da liberação e não serão solicitados os testes de dissolução e produtos de degradação.

Também não será solicitado teste de fotoestabilidade, caso a empresa comprove que o medicamento é protegido da luz durante a produção, além de possuir embalagens que impeçam a passagem de luz (âmbar).

3. Dúvidas específicas para algumas plantas

3.1. Echinacea purpurea: na metodologia analítica da USP para quantificação dos marcadores da Echinacea purpurea, utiliza-se uma amostra de USP Powdered Echinacea purpurea RS e o padrão ácido clorogênico como padrões para calcular compostos fenólicos totais. A concentração dos outros compostos fenólicos é calculada em relação ao ácido clorogênico. Como os extratos têm uma constituição bem variável, quando a empresa usa um outro extrato de Echinacea purpurea (não USP Powdered Echinacea purpurea RS) na concentração recomendada pela USP, o método continua validado?

Não

3.1.1. No caso acima descrito, como seria feita a qualificação do padrão secundário?
Tem que ter um extrato padrão de referência para identificar os picos. Se não for USP-RS deve ser um extrato qualificado, normalmente o fornecedor do padrão já envia o fingerprint junto. Ou então usar todos os marcadores citados na monografia para identificar os picos.

3.1.2. Ao aplicar metodologia farmacopeica descrita para o extrato para um comprimido revestido (derivado vegetal + excipientes), a validação seria feita pela adição de extrato aos mesmos excipientes do produto, totalizando cinco concentrações (80-120% do valor esperado para o analito) diferentes para elaborar a curva da linearidade? Precisão, Exatidão, Robustez e Especificidade seriam comprovadas com a solução a 100%?

Sim.

3.2. Ginkgo biloba – Verifica-se que a maioria das empresas tem demonstrado grande dificuldade de realizar quantificação de terpenolactonas de Ginkgo biloba. Essa análise é viável? Qual a metodologia mais adequada? Poderia ser feito somente a identificação das terpenolactonas, acompanhada do doseamento do ginkgoflavonóides?

A análise é viável. Existem diversos métodos descritos na literatura para determinação de terpenolactonas. O método descrito na USP 28 faz uso de CLAE com detector de espalhamento de luz por evaporação (light scattering detector). O uso de detector de UV é difícil por que estes compostos não possuem grupos cromóforos significantes. Outro detector já utilizado com CLAE foi o detector de refração. Também é possível a quantificação através de cromatografia à gás após derivatização com BSA (bi-4-trimetilsilil acetamida) ou BSTFA (bi-trimetilsilil, trifluor acetamida). Pode ser possível fazer por CG com ionização de chama e ainda CG-FIT e CG-MS.
Metodologias sugeridas para análise de terpenolactonas:
CAMPONOVO, F.F., WOLFENDER, J.L., MAILLARD, M.P., POTTERAT, O. & HOSTETTMANN, K. (1995). Evaporative Light-Scattering and Thermospray Mass-Spectrometry - 2 Alternative Methods for Detection and Quantitative Liquid-Chromatographic Determination of Ginkgolides and Bilobalide in Ginkgo-Biloba Leaf Extracts and Phytopharmaceuticals. Phytochemical Analysis, 6, 141-148.

CHAURET, N., CARRIER, J., MANCINI, M., NEUFELD, R., WEBER, M. & ARCHAMBAULT, J. (1991). Gas-Chromatographic Mass-Spectrometric Analysis of Ginkgolides Produced by Ginkgo-Biloba Cell-Culture. Journal of Chromatography, 588, 281-287.
CHEN, P., SU, X.L., NIE, L.H., YAO, S.Z. & ZENG, J.G. (1998). Analysis of Ginkgolides and bilobalides in Ginkgo biloba L. extract for its production process control by high performance liquid chromatography. Journal of Chromatographic Science, 36, 197-200.
CHOI, Y.H., CHOI, H.K., HAZEKAMP, A., BERMEJO, P., SCHILDER, Y., ERKELENS, C. & VERPOORTE, R. (2003). Quantitative analysis of bilobalide and ginkgolides from Ginkgo biloba leaves and ginkgo products using H-1-NMR. Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 51, 158-161.

DENG, F.X. & ZITO, S.W. (2003). Development and validation of a gas chromatographic-mass spectrometric method for simultaneous identification and quantification of marker compounds including bilobalide, ginkgolides and flavonoids in Ginkgo biloba L. extract and pharmaceutical preparations. Journal of Chromatography A, 986, 121-127.

GOGOS, E. (2002). Identification and the retention index of bilobalide and ginkgolides using capillary gas chromatography. Journal of Chromatographic Science, 40, 519-522.
JENSEN, A.G., NDJOKO, K., WOLFENDER, J.L., HOSTETTMANN, K., CAMPONOVO, F. & SOLDATI, F. (2002). Liquid chromatography-atmospheric pressure chemical ionisation/mass spectrometry: A rapid and selective method for the quantitative determination of ginkgolides and bilobalide in Ginkgo leaf extracts and phytopharmaceuticals. Phytochemical Analysis, 13, 31-38.
LANG, Q.Y. & WAI, C.M. (1999a). An extraction method for determination of ginkgolides and bilobalide in ginkgo leaf extracts. Analytical Chemistry, 71, 2929-2933.
LANG, Q.Y. & WAI, C.M. (1999b). A simple extraction method for determination of ginkgolides and bilobalide in ginkgo leaf extracts. Abstracts of Papers of the American Chemical Society, 217, U114-U114.
LI, X.F., MA, M.S., SCHERBAN, K. & TAM, Y.K. (2002). Liquid chromatographyelectrospray mass spectrometric studies of ginkgolides and bilobalide using simultaneous monitoring of proton, ammonium and sodium adducts. Analyst, 127, 641-646.
LOLLA, E., PALETTI, A. & PETERLONGO, F. (1998). Gas chromatographic determination of ginkgolides and bilobalide in Ginkgo biloba leaves and extracts. Fitoterapia, 69, 513-519.
3.3. Valeriana officinalis: a empresa usa o ácido valerênico como padrão primário e segue a metodologia farmacopeica USP para quantificar este marcador no extrato de Valeriana officinalis e no produto final. Depois soma as áreas de todas as substâncias que absorvem no mesmo comprimento de onda e tem espectro semelhante e usa a equação da reta (5 concentrações diferentes de ácido valerênico) para calcular o valor de ácidos valerênicos totais (ácido valerênico, ácido hidroxivalerênico, ácido acetoxivalerênico e valerenal). A empresa utiliza como padrão de referência apenas o ácido valerênico e não comprova a identidade das outras três substâncias quantificadas. Apenas valerenal e ácido valerênico têm o mesmo coeficiente de extinção molar. Não se pode estabelecer uma relação de proporcionalidade direta entre a área e concentração para substâncias de diferente absortividade molar, pois A = €.c.ℓ
Isto é aceitável? Se a absorbância varia, não se está medindo a concentração real das outras substâncias, o que afeta diretamente a dose do medicamento?
Pode-se usar apenas o padrão de ácido valerênico, contudo nesse caso o resultado deve ser expresso em teor de ácido valerênico. Se o registro pretende ser através da quantificação de ácido valerênico isolado, justifica-se o envio de bibliografia que recomende a dose diária segura e eficaz de ácido valerênico a ser utilizada na forma farmacêutica final, visto que na RE 89/04 apenas consta a dose diária de sesquiterpenos (ácido valerênico, ácido hidroxivalerênico, ácido acetoxivalerênico e valerenal). A não ser que se apresente a correlação entre o valor do ácido valerênico isolado e o valor de ácidos valerênicos totais.
Se a empresa quiser dosar os quatro, terá que usar os quatro padrões e apresentar correlação com o valor de sesquiterpenos detalhados na RE 89/04.
3.4. Passiflora incarnata: a RE 89/04 recomenda como marcador para Passiflora incarnata “flavonóides totais expressos na forma de isovitexina ou vitexina”, mas a dose diária recomendada é de 25 a 100mg de vitexina/isovitexina. A metodologia existente na Farmacopéia Européia para o pó da planta quantifica flavonóides totais expressos como vitexina por espectrofotometria.

3.4.1. Pode-se usar o teor de flavonóides totais expressos em vitexina, conforme determinado pela Farmacopéia Européia, como sendo o teor de vitexina/isovitexina ou há outros flavonóides que são quantificados por espectrofotometria?

Outros flavonóides (que absorvem no mesmo comprimento de onda que a vitexina) estarão absorvendo e sendo quantificados, uma vez que não há neste método seletividade para uma ou outra substância (flavonóide). Se existe um método farmacopeico que admite a possibilidade de se quantificar flavonóides totais expressos em vitexina, seria muito mais trabalhoso dosar cada flavonóide especificamente, por outra metodologia, e depois fazer a soma dos teores.
3.4.2. A validação deve ser feita com um extrato de Passiflora incarnata L. Reference Standard (RS) como padrão secundário ou pode ser feita com os padrões primários de vitexina e/ou isovitexina?
Se o método é por espectrofotometria para quantificação de flavonóides totais expressos em vitexina/isovitexina, um extrato devidamente qualificado precisa ser usado como padrão de referência. A soma de alguns flavonóides (padrões primários) não corresponde ao valor de flavonóides totais expressos em vitexina, porque daria um valor menor. Em suma, ou a empresa obtêm o extrato padronizado oficializado por Farmacopéia oficialmente reconhecida ou os marcadores para padronizá-lo (padrão secundário).
3.4.3. No caso da empresa usar como marcador padrões primários para validar uma metodologia analítica quantitativa (HPLC), a soma dos teores destes dois marcadores poderá ser expresso como “flavonóides totais expressos em vitexina/isovitexina? Ou deve ser enviada bibliografia para justificar a dose recomendada para vitexina e/ou isovitexina isoladas?
Não é equivalente. Se usar método específico para vitexina e/ou isovitexina deve-se fazer uma correlação, comprovando a equivalência da dose. Calcular os flavonóides totais e ver a porcentagem de vitexina e isovitexina, isto é, fazer uma correlação com o método farmacopeico.
Se o registro pretende ser através da quantificação de vitexina/isovitexina, justifica-se o envio de bibliografia que recomende a dose destes flavonóides a ser utilizada na forma farmacêutica final. A não ser que se apresente a correlação entre o valor do flavonóide isolado e o valor de flavonóides totais. Portanto, deve-se fazer o doseamento de flavonóides totais expressos por vitexina/isovitexina por espectrofotometria e fazer a dosagem de vitexina/isovitexina isoladas por HPLC com este mesmo extrato, correlacionando os valores obtidos.
3.5. Hypericum perforatum: a metodologia USP, por espectrofotometria, para o pó de planta, quantifica hipericinas totais através da seguinte fórmula: 
10(C/W) (Au/As), onde: 
C= concentração em mg/ml da solução padrão de hipericina (recomendado pela USP: 2 µg/ml).

W= peso, em grama, de pó de Hipérico (recomendado pela USP: 50g)
Au e AS= absorbâncias da solução teste e da solução padrão, respectivamente.
Validando a metodologia, pode-se usar a mesma fórmula para achar o teor de hipericinas no extrato e no produto final? No pó de planta poderiam haver outros componentes, além de hipericinas, que absorveriam a 590 nm, ausentes do extrato?
Isto produziria alguma interferência no resultado?
No pó de planta e no extrato há diversas substâncias diferentes, logo, quando se mede a absorbância a 590 nm, mede-se o teor de hipericinas totais. Todas as hipericinas têm o mesmo grupamento cromóforo e peso semelhante. São poucas as substâncias que absorvem neste comprimento de onda, portanto há poucos interferentes.
Deve ser acompanhado, obrigatoriamente, da análise qualitativa, pois a metodologia apenas quantifica um grupo químico. Antes do doseamento, a identificação, isto é, análise qualitativa do extrato, é imprescindível.
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