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RESUMO

BATISTA, R.S.A. Desenvolvimento de metodologia analitica para analise da estabilidade
térmica de formulacdo creme de acido retinoico. 2015. 83f. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande, 2015.

O é&cido retinoico (AR), largamente utilizado em produtos dermatolégicos e cosméticos,
apresenta baixa estabilidade na presenca de ar e luz, com sensibilidade ao calor e a oxidacéo,
assim, é particularmente importante implementar o controle de qualidade de seus produtos
acabados realizando ensaios indicadores de estabilidade. Logo, objetivou-se desenvolver um
método analitico para avaliar a estabilidade térmica de uma formulacéo creme de AR através
da correlacdo de técnicas analiticas, cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
ultravioleta (CLAE-UV), calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e espectroscopia
vibracional de absorcdo na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
Previamente foram estabelecidas as condi¢Bes cromatograficas para desenvolvimento do
método analitico utilizando um sistema de CLAE-UV, o qual foi submetido aos testes
analiticos especificados na RE ANVISA n° 899/2003 para validacdo do mesmo. Para
avaliacdo da estabilidade térmica, as amostras do creme foram submetidas a estresse térmico
em estufa nas temperaturas de 60, 70 e 80 ° C, e posteriormente analisadas por CLAE-UV no
periodo de 0, 24, 48 e 72 h. As andlises de DSC e dos espectros de FTIR foram realizadas a
partir das misturas binarias (MB) do AR e excipientes da formulacdo creme a fim de
investigar possiveis interagdes fisicas e/ou quimicas. De acordo com os dados obtidos foi
possivel desenvolver um método analitico por CLAE-UV validado, e com base no mesmo,
para analise e quantificacdo do teor de AR em formulacéo creme, constatou-se que a partir de
70 ° C ocorreu reducdo no teor de AR, e cinética de ordem 0; a 80 ° C, obedeceu uma cinética
de ordem 2, configurando uma reacao do tipo bimolecular. As técnicas analiticas DSC e FTIR
mostraram a auséncia de interacdo fisica e quimica na maioria das MB entre 0os componentes
da formulacdo, com excecdo apenas para o0 excipiente metabissulfito de sodio. Desta forma,
podemos inferir que a mesma apresenta um comportamento térmico bem definido e

compatibilidade entre seus componentes.

Palavras-chave: Retinoides. Estabilidade. CLAE-UV. DSC. FTIR.



ABSTRACT

BATISTA, R.S.A. Development of an analytical method for analysis of the thermal
stability of retinoic acid cream formulation. 2015. 83f. Dissertation (Master). State
University of Paraiba, Campina Grande, in 2015.

Retinoic acid (RA), widely used in dermatological and cosmetic products, has low stability in
the presence of air and light, with sensitivity to heat and oxidation, so it is particularly
important to implement the quality control of its finished products performing tests indicators
of stability. Therefore, the objective was to develop an analytical method to evaluate the
thermal stability of an RA cream formulation through the correlation of analytical techniques,
high performance liquid chromatography with ultraviolet detection efficiency (HPLC-UV),
differential scanning calorimetry (DSC) and vibrational absorption spectroscopy in the
infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR). Previously been established chromatographic
conditions for development of the analytical method using HPLC-UV system, which was
subjected to analytical tests specified in RE ANVISA N° 899/2003 for validation. For
evaluation of the thermal stability the cream samples were subjected to thermal stress in an
oven at temperatures of 60, 70 and 80 °C and subsequently analyzed by HPLC-UV over the
period of 0, 24, 48 and 72 h. DSC analyzes and FTIR spectra were carried out from the
binary mixture (BM) of the RA and excipients of the cream formulation to investigate
possible physical and/or chemical interactions. According to the data obtained it was possible
to develop an analytical method by validated HPLC-UV, and based thereon, for analyzing and
quantifying the RA content cream formulation, it has been found that from 70 ° C caused a
decrease in the content of RA, and 0-order kinetics; and 80 ° C, followed a kinetic order 2 by
setting up a reaction of bimolecular type. The analytical techniques DSC and FTIR showed
the absence of chemical and physical interaction in most MB among the components of the
formulation, except only for the carrier sodium metabisulfite. Thus, we can infer that it has a
well-defined thermal behavior and compatibility of its components.

Keywords: Retinoids. Stability. HPLC-UV. DSC. FTIR.
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1. INTRODUCAO

No campo farmacéutico, os retinoides, com énfase no acido retinoico e seus isdbmeros,
sdo amplamente utilizados no tratamento de condi¢cBes dermatoldgicas tais como acne,
desordens de queratinizacdo, cancer de pele, assim como para reduzir os sinais clinicos de
envelhecimento da pele, regulando o crescimento e diferenciacdo de células epiteliais, a
producdo de sebo, e a sintese de coldgeno (BRECHER, ORLOW, 2003; IOELE et al., 2005;
KANE, 2012).

Em adicdo ao largo uso do &cido retinoico em formulagdes cosméticas e ainda de
preparo magistral, informac6es sobre seus niveis de concentracdo (HUBINGER, 2009) em
tais produtos € muito limitado, e a elucidacdo de parametros de estabilidade, tendo em vista a
ja consagrada sensibilidade da tretinoina ao calor e a oxidacdo durante o armazenamento, e
sua fotolabilidade (GATTI, GIOIA, CAVRINI, 2000), sdo importantes para o controle de
qualidade dos produtos acabados.

Dessa forma, as agéncias reguladoras em todo o mundo exigem que o Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA) ou produto acabado mantenham a sua identidade, qualidade, pureza
e poténcia para o tempo que esta disponivel comercialmente e, tal capacidade refere-se a
estabilidade dos produtos farmacéuticos, a qual pode ser garantida por meio da promogcéo de
estudos de estabilidade (CHA et al., 2011; LOFTSSON, 2014). Os estudos de estabilidade
proporcionam evidéncias de como a qualidade do produto final do farmaco, IFA, ou
excipiente farmacéutico varia com o tempo sob a influéncia de uma variedade de fatores
ambientais, tais como temperatura, umidade, pH e luz. Ainda podem auxiliar na sugestdo de
transporte, materiais de embalagem, excipientes farmacéuticos, e microrganismos que afetam
0 produto (LOFTSSON, 2014).

No Brasil aplica-se a RE n°1/2005 (BRASIL, 2005) como guia para realizacdo de
estudos de estabilidade, esta resolucdo visa a determinacéo de prazos de validade de produtos
farmacéuticos, como também menciona a quantificacdo dos produtos de degradacdo e o
método analitico correspondente, sendo necessaria a aplicacdo de testes de estresse. Ainda
regulamenta-se pelas RDC N° 45/ 2012, que dispde sobre a realizacdo de estudos de
estabilidade de IFAs, e RDC N° 58/2013, que estabelece pardmetros para a notificacdo,
identificacdo e qualificagédo de produtos de degradacdo em medicamentos (BRASIL, 2012;
BRASIL, 2013).

Concordante com Zhou et al. (2009), os testes de estresse sdo considerados uma

ferramenta preditiva com énfase em resultados qualitativos, porém de grande utilidade para o
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desenvolvimento de novas formulagdes, pois a partir dos primeiros sinais de instabilidade de
um farmaco j& é possivel auxiliar na identificagdo de problemas potenciais de
desenvolvimento, assim como articular estratégias de estabilizacdo e sugerir maneiras de
otimizar os processos de fabricacao.

Técnicas analiticas de alta sensibilidade tém sido utilizadas para promover estudos de
estabilidade, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) que é um dos
métodos analiticos largamente utilizados para a anélise, tanto quantitativa quanto qualitativa
do IFA (TASHTOUSH, JACOBSON, JACOBSON, 2007; HUBINGER, 2009; VELLOSO et
al.,, 2009; GUIMARAES, 2010; JAIN, BASNIWAL, 2013). Em adicdo a anéalise
cromatografica outra técnica tem contribuido para o avango da ciéncia cosmética, a Anéalise
Térmica, que pode ser utilizada tanto no controle da matéria-prima, quanto do produto
acabado, avaliando rapidamente uma possivel interacdo entre os componentes ativos e 0s
excipientes em estudos de compatibilidade na pré-formulacdo, além de avaliar a existéncia de
polimorfismo, assim como processos produtivos (SILVA, DE PAOLA, MATOS, 2007;
NETO, 2009). Corroborando com as técnicas analiticas citadas, a espectrofotometria na
regido do infravermelho (IV) é também uma ferramenta Gtil na determinacdo quantitativa dos
componentes da formulagcdo, e assim para sua estabilidade, sendo um método sensivel e
rapido, permitindo detectar sua identidade por comparacdo com substancias quimicas
padronizadas (BRASIL, 2004).

Logo, ressaltamos a importancia da correlacdo de tais técnicas analiticas visando a
avaliacdo da estabilidade térmica de uma formulacdo creme de acido retinoico quando
submetida a condicdes de estresse térmico, o que possibilita avaliar a sua integridade quimica
e fisica, ou seja, analise de teor do principio ativo, possiveis produtos de degradacdo e sua

cinética, como também a compatibilidade entre os componentes da formulacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a estabilidade térmica da formulacdo creme de &cido retinoico (AR) através da
correlacdo de técnicas analiticas, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), anélise
térmica (AT) e infravermelho (1V).

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacdo de &cido
retinoico em formulacéo creme por CLAE;

e Aplicacdo do método analitico por CLAE na determinacdo da estabilidade térmica
da formulacédo creme de AR frente a degradacéao térmica por calor seco;

e Determinar os parametros cinéticos de degradacdo do AR em formulacdo creme
submetida ao estresse térmico;

e Correlacdo dos dados de compatibilidade obtidos por DSC com os dados de IV

das misturas binarias dos constituintes da formulagédo magistral.



CAPITULO I

Fundamentacdo Teorica



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Estabilidade de produtos farmacéuticos

Concordante com Guo e colaboradores (2013), a estabilidade de um farmaco, como
parametro de qualidade e desempenho, deve ser avaliada e controlada desde o
desenvolvimento farmacéutico até os estudos clinicos e durante a comercializacdo, uma vez
que estudos de estabilidade proporcionam evidéncias sobre como a qualidade de um IFA ou
um produto do farmaco varia com o tempo, sob temperatura e umidade relativa controladas,
além de ser considerado um procedimento preditivo para estabelecer o tempo de prateleira e
condicdes de armazenamento do produto farmacéutico.

Nesse ambito, a estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de vérios fatores,
desde ambientais, como temperatura, umidade, luz, e de outros fatores relacionados ao
proprio produto como propriedades fisicas e quimicas, de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagens, conforme estabelecido na RE n°1/2005 (BRASIL,
2005).

Para fins préaticos desse tipo de estudo € necessario definir as zonas climéticas as quais
se submetem o IFA e/ou o produto acabado, uma vez que devido a grande variabilidade
climatica, subdividiu-se o globo em areas com destoantes condi¢Ges de temperatura e
umidade, a fim de propiciar a comercializagdo destes em outras zonas climaticas
(CARVALHO et al., 2005; BOTT, OLIVEIRA, 2007).

De acordo com o “World Health Organization” (WHO), as zonas climéticas e suas
respectivas condi¢cdes de armazenamento para estudos de estabilidade de longa duracdo estdo
descritas na Tabela 1.

No Brasil, zona climatica 1V, o procedimento dos ensaios de estabilidade segue a RE
n°1/05 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a qual destaca que os estudos
de estabilidade de farmacos e medicamentos para predi¢do de seu prazo de validade, os quais
podem ser classificados como estudos acelerados, estudos de longa duracdo ou estudos de

acompanhamento.



Tabela 1. Zonas climéticas segundo o WHO para realizacao de estudos de

estabilidade.
Zona Definigédo Condicoes de
Climatica Armazenamento
I Temperada 21°C /45 % UR
I Mediterranea 25°C /60 % UR
i Quente e Seco 30°C/35% UR
\Y Quente e Umido 30°C /65 % UR

Fonte: Who, 2004.

Os estudos de estabilidade acelerada séo realizados para obtencédo de registro e prazo de
validade provisérios de produtos farmacéuticos, aceito por um periodo de 6 meses. Eles sdo
propostos visando acelerar a degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas de um produto
farmacéutico em condicgdes forcadas de armazenamento, os quais seguem a condicdo de 40 °C
12 °C / 75% % 5% de umidade relativa (BRASIL, 2005).

Findo o periodo provisorio de seis meses dos estudos acelerados, os de longa duragdo
devem ser apresentados para comprovar o prazo de validade e as condicdes de
armazenamento do produto. Estes sdo propostos para verificacdo das caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas e microbiologicas de um produto farmacéutico, dentro das condicdes
mais proximas possiveis em que o produto serd comercializado. Em geral, devem ser
realizados a 30°C + 2 °C / 65% + 5% de umidade relativa, pelo periodo de 12 meses, com
alguma variacdo dependendo da forma farmacéutica (BRASIL, 2005).

E com o fim de verificar a manutencdo das caracteristicas do produto farmacéutico,
sejam elas, fisicas, bioldgicas e microbiolégicas, os estudos de acompanhamento devem ser
aplicados, os quais podem ser realizados uma vez ao ano durante o prazo de validade
proposto, nas condicBes climaticas preconizadas para o estudo de longa duracéo, desde que o
produto ndo tenha sido modificado (BRASIL, 2005).

Além do preconizado pela literatura e legislacdo vigente para as condi¢bes de
armazenamento utilizadas para realizacdo dos ensaios de estabilidade outras condi¢des podem
ser empregadas, a exemplo de produtos farmacéuticos acondicionados em recipientes
impermedveis, logo ndo ha necessidade de controle da umidade relativa, para tanto é
necessario realizar testes de estresse, também conhecidos como estudos de degradacéo

forcada, os quais assumem diversas condi¢fes que permitem prever as consequéncias sofridas



pelo IFA ou produto farmacéutico sob circunstancias extremas de degradagéo, ultrapassando
as previstas para estudos acelerados (ICH, 2003; KLICK et al., 2005).

Para a industria farmacéutica tanto os testes de estresse quanto o desenvolvimento de
métodos analiticos que possam identificar e quantificar produtos de degradacdo séo de alta
relevancia, pois esse estudo critico deve ser realizado nas etapas de registro, pds-registro e
renovacgédo do IFA ou medicamento (NETO, 2009). Neste passo, 0 “International Conference
on Harmonisation”, no guia Q1A R2 (ICH, 2003), intitulado “Stability Testing of New Drug
Substances and Products”, afirma que o exame de produtos de degradacdo sob condicdes de
estresse € Util para estabelecer vias de degradacdo e desenvolvimento e validacdo de
procedimentos analiticos adequados.

No Brasil, apoiando a RE n°01/2005, dispbe-se da RDC n°45/2012 que aprova o
Regulamento Técnico para realizacdo dos testes de estabilidade de insumos farmacéuticos
ativos com o objetivo de prever, determinar ou acompanhar sua data de reteste ou seu prazo
de validade, incluindo os testes de degradacdo forcada; e ainda a RDC n° 58/2013 que
estabelece parametros para a verificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos, para
elaboracdo do perfil de degradacdo correspondente e para a notificacdo, identificacdo e
qualificacdo dos produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade do
medicamento.

Para realizacdo dos testes de estabilidade se faz necessério ndo apenas se cercar dos
procedimentos adequados para isso, mas também compreender a teoria das reacGes de
degradacdo e dos principios de cinética quimica, visto que as reacdes de degradacdo nos
medicamentos ocorrem a velocidades definidas e sdo de natureza quimica, podendo ser
aceleradas através do aumento da temperatura. Além disso, é na cinética de reagdo, ou seja, no
estudo de velocidade de degradacdo e no modo como essa velocidade é influenciada pelos
fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam o produto, que se baseia a determinacdo da
estabilidade e prazo de validade de farmacos e medicamentos (PRISTA et al., 1990;
LACHMAN et al., 2001; ZHOU, PORTER, ZHANG, 2009).

3.1.1. Estabilidade de cosméticos semissdlidos
Um ramo da industria farmacéutica que estd em constante avan¢o e mudanga é a

industria cosmética, e por se tratar de um setor de alta competitividade entre as empresas

afins, além da auséncia de normas especificas padronizadas para a mesma, os profissionais



ligados & area tém empregado referéncias sobre estudos de estabilidade utilizados pela
indUstria farmacéutica, com as alterac6es necessarias (BRASIL, 2004).

Em geral, os farmacos degradam a velocidades muito mais rapidas em solugdo do que
no seu estado solido, e muito mais rapidamente em solucgdes aquosas do que em solugdes ndo
aquosas. Degradacdo de drogas em formas farmacéuticas semissélidas frequentemente se
assemelha a degradagdo da droga em solugdes, particularmente aquelas que consistem em
uma fase liquida, tais como géis. Em se tratando de formas farmacéuticas semissoélidas, os
cremes sdo largamente utilizados, e consistem em emulsées com uma fase lipofilica e uma
fase aquosa. Cremes hidrofilicos sdo emulsBes 6leo em agua (o/a) e cremes lipofilicos séo
emulsGes agua em o6leo (a/0). Também usuais, as pomadas podem conter suspensdes
farmacéuticas, caso em que o medicamento é, em parte, uma fase solida. A cinética de
degradacdo da droga, entdo, é semelhante as de suspensdes aquosas de drogas. Em cremes, a
droga € dispersa entre a fase oleosa e a fase aquosa, e frequentemente a droga se degrada
muito mais rapidamente na fase aquosa do que na fase oleosa. Logo, a constante de
velocidade observada para a degradacdo é a média ponderada das constantes de velocidade
das fases oleosa e aquosa (LOFTSSON, 2014).

No tocante a exposicdo a fatores extrinsecos, conforme o Guia de Estabilidade de
Produtos Cosmeéticos (BRASIL, 2004), extremos de temperatura alteram reacdes fisico-
quimicas e quimicas assim como aspectos fisicos do produto, levando a modificacBes na
atividade de componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto, turvacdo, precipitacéo,
cristalizacdo. Tais eventos, em funcdo da temperatura, podem ser decorrentes também de néo-
conformidades no processo de fabricagcdo, armazenamento ou transporte do produto. Desta
forma, a estabilidade térmica revela-se um parametro de grande relevancia tratando-se da
garantia da qualidade, eficacia e seguranca de produtos farmacéuticos.

Segundo a resolucdo n°1/2005 (BRASIL, 2005), os parametros para realizacdo de
estudos de estabilidade de formulagdes semissélidas seguem definidos na Tabela 2, de acordo
com o tipo de embalagem que sdo acondicionados e as condi¢Ges climaticas de sua zona de

comercializacao.



Tabela 2. Parametros para realizacdo de estudos de estabilidade em formulagdes

semissolidas.
Condicdo de Estudo de Longa
Embalagem Estudo Acelerado 3
Armazenamento Duragéao

_ ) 40°C + 2°C 30°C £ 2°C

15°C -30°C Semipermeavel
75% + 5% UR 75% + 5% UR

15°C - 30°C Impermeavel 40°C £ 2°C 30°C £ 2°C

Fonte: Brasil, 2005.

3.1.2. Testes de estresse

Segundo a legislacao brasileira, RDC n°45/2012 e RDC n°58/2013, testes de estresse ou
degradacéo forcada s&o estudos executados sob condi¢cdes mais severas do que as utilizadas
no estudo de estabilidade acelerada, permitindo a geracdo de produtos de degradacéo atraves
da exposicdo do IFA e produto acabado a condicdes de estresse, como por exemplo, luz,
temperatura, calor, umidade, hidrolise acida/ bésica e oxidagdo, entre outras. Este estudo
permite auxiliar em parte a estratégia de desenvolvimento de métodos indicativos de
estabilidade com especificidade e seletividade adequada, bem como fornecer informacdes
acerca das possiveis rotas de degradacdo de um determinado produto.

Além de fornecer informacbes sobre as vias de degradacdo do IFA, isolado e em
medicamento, os estudos de degradacdo forcada indicam eventuais substancias polimorficas
ou enantioméricas e alteracdo da droga relacionada a degradacdo e as interferéncias do
excipiente (RAO; RAJU; NARSIMHA, 2008).

De acordo com o ICH ( 2003), adotado pelo “European Medicines Agency”, a natureza
do teste de estresse ira depender do farmaco individualmente e do tipo de medicamento
envolvido. Ela deve incluir o efeito de temperaturas em incrementos de 10 ° C acima da
temperatura acelerada para as condi¢6es do teste (por exemplo, 50 ° C, 60 ° C, etc.), umidade
(por exemplo, 75% UR ou superior) se for o caso, oxidacdo e fotdlise da substancia
medicamentosa. O teste deve também avaliar a suscetibilidade do IFA por hidrélise através de
uma ampla gama de valores de pH, quando em solucdo ou suspensdo. Testes de
fotoestabilidade deve ser parte integrante dos testes de estresse. Porém ndo reporta detalhes

para realizacdo dos estudos de oxidagdo, fotolise e hidrdlise, configurando-se uma barreira



para tomada de decisOes a respeito das condicOes de estresse empregadas no estudo, e dessa
forma a necessidade de pesquisas nesse ambito.

Na RE N° 01, de 29/07/2005 - Guia para Realizacdo dos Estudos de Estabilidade no
Brasil, ja era preconizada a realizacdo do ensaio de identificacdo e quantificacdo de produtos
de degradagdo e método analitico correspondente no estudo de estabilidade, para todos os
produtos a serem registrados. Como visto o estudo de degradagdo ndo era e ndo é um conceito
novo nas legislacdes e compéndios farmacéuticos nacionais e internacionais, porém ndo havia
legislacdo ou normas que definissem um procedimento para sua realizacao.

Na tentativa de solucionar os anseios de quais procedimentos deveriam ser utilizados no
desenvolvimento de um estudo de produtos de degradacdo, a ANVISA langou, em 2008, o
Informe Técnico (IT) n° 1 contendo diretrizes e especificacdes para conduzir os estudos de
degradacéo forcada. Neste informe técnico, o 6rgao regulatorio nacional, preconizou que para
as documentacdes de registro, pds-registro e renovacgdo, deveriam apresentar estudos iniciais
submetendo o medicamento a condicdes de estresse e andlise critica conforme as condicdes de

estresse especificadas na Tabela 3.

Tabela 3. CondigGes de estresse preconizadas pela ANVISA para a realizagéo do estudo de

degradacéo forcada.

Aguecimento 60 °C
Umidade 75% UR ou >
Solucdo Acida 0,1 M HCI
Solucédo Basica 0,1 M NaOH
Solucdo Oxidativa 3% H-02
Fotolitica UV-B fluorescente
fons metalicos (opcional) 0,05M Fe?* ou Cu?*

Fonte: Brasil, 2008.

3.2. Técnicas analiticas empregadas na avaliacdo da estabilidade de produtos
farmacéuticos

Avaliando os relatos da literatura encontram-se as técnicas titulométricas,

espectrofotométricas e cromatograficas como técnicas comumente empregadas na analise da



estabilidade de amostras, além de poucos relatos de uso de técnicas variadas (BAKSHI,
SINGH, 2002).

De acordo com centros habilitados para fiscalizacgdo e monitoramento dos
medicamentos comercializados, a metodologia analitica utilizada é o doseamento do principio
ativo, assim como as indicadas pelo fabricante ou compéndios oficiais, como as farmacopeias
(CARVALHO et al., 2005).

Para o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004), quando
necessario, diferentes técnicas analiticas podem ser utilizadas na determinacdo quantitativa
dos componentes da formulacao, entre elas: espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel (UV-
Vis) e Infravermelho (1V), cromatografia (camada delgada, gasosa e liquida de alta
eficiéncia), eletroforese capilar, entre outras. Tais testes sdo recomendacGes, de forma que
cabe ao formulador avaliar sua adequacao ao produto levando em consideracdo caracteristicas

particulares do mesmo.

3.2.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Esta técnica destaca-se como uma das técnicas preconizadas pelos compéndios oficiais,
como a Farmacopeia Brasileira e a “United States Pharmacopeia” (USP), em métodos
analiticos validados indicativos de estabilidade, os quais sejam exatos e precisos para
doseamento e andlise de teor de ingredientes ativos livres de impurezas de processo,
excipientes e produtos de degradacdo (BIRADAR et al., 2014).

O processo cromatografico baseia-se em uma técnica de separagdo na qual os
componentes sdo distribuidos entre duas fases: uma fixa e de grande &rea superficial,
denominada fase estacionaria, e outra, denominada fase mével, um fluido que percola através
da fase estacionaria. A separacdo dos componentes da amostra ocorre pela diferenca do
coeficiente de distribuicdo da amostra entre a fase movel e a fase estacionédria (LANCAS,
2009).

Através do cromatograma gerado a partir da técnica de CLAE, é feita a leitura da
andlise, no qual é possivel obter, de forma ideal, o pico do IFA e do produto de degradagdo
em tempos de retencdo diferentes. Porém, existem alguns fenbmenos na cromatografia que
encobrem o produto de degradacdo como a transparéncia, a estimativa equivocada e o tempo
de retengdo coincidente. Desta forma, a metodologia para esse tipo de analise deve considerar
0 estabelecimento de um padr&o com caracterizagéo do tempo de retencdo e comprimento de
onda adequados (CARVALHO et al., 2005).



Esta técnica é mais utilizada para doseamento de IFAs e, para identificagdo do produto
de degradacdo por essa metodologia, utiliza-se amostra que contenha a substancia ativa e o
produto de interesse (CARVALHO et al., 2005). Muitos estudos tém utilizado esta técnica, a
exemplo de Hubinger (2009), que a utilizou para quantificar varios retinoides e seus isdmeros
em produtos cosméticos; de Velloso e colaboradores (2009), que desenvolveram um método
para quantificacdo de AR em microcépsulas de alginato e quitosana em CLAE-UV, obtendo
bons resultados com o uso da técnica; assim como Gaspar e Campos (2010) utilizaram CLAE
para avaliar a influéncia de fotoestabilizantes em formulacdes cosméticas contendo filtros UV

e vitaminas A e E.

3.2.2. Analise térmica

Outro método utilizado para entender a degradacdo por temperatura é a analise térmica,
que proporciona resultados quantitativos termodinamicos e cinéticos quanto as propriedades
do farmaco com a vantagem do menor tempo de ensaio e a utilizacdo de pequenas
quantidades de amostras. Pode ser empregado para diferentes aplica¢des, como: identificacdo
e analise da pureza de materiais, estudos de compatibilidade, determinacdo de temperaturas e
entalpias caracteristicas de mudancas de estados fisicos (fusdo e vaporizacdo), transformacdes
de fases e reacBes e avaliacdo da cinética de decomposicdo térmica (SILVA, PAOLA,
MATOS, 2007).

Dentre as técnicas termoanaliticas empregadas com maior frequéncia na inddstria
farmacéutica estdo: a termogravimetria (TG); analise térmica diferencial (DTA); calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) (ARAUJO et al., 2006).

De acordo com Silva e colaboradores (2007), as técnicas termoanaliticas sdo de grande
importancia no ambito da industria cosmética pela grande variedade de aplicaces, uma vez
que pode ser utilizada tanto no controle da matéria-prima, quanto do produto acabado,
possuindo potencial de emprego no desenvolvimento e na caracterizacdo de novos produtos,
avaliacdo dos processos produtivos, além de outras aplicacGes.

Embora ndo substituam os estudos convencionais, 0s quais requerem longos periodos de
armazenamento das amostras, sob condi¢Oes controladas de temperatura e umidade, as
técnicas termoanaliticas mostram-se extremamente Uteis em estudos de estabilidade,
possibilitando a escolha das formulagdes mais estaveis com extrema rapidez, fator desejavel
especialmente para a industria farmacéutica (BAZZO, SILVA, 2005; RODANTE et al.,2002).



No ambito cientifico, muitos pesquisadores tém contribuido com estudos os quais
aplicam a andlise térmica em andlises de IFAs de uso cosmético, assim como em todo o
processo desde o desenvolvimento ao controle de produtos cosmeéticos. Perioli et al. (2006)
utilizaram entre outras técnicas as termoanaliticas para caracterizar a inclusao do filtro solar,
acido sulfonico fenibenzilimidazol, em argila ani6nica chegando a conclusdes sobre boas
matrizes para incorporacdo do filtro solar. Lima et al. (2014) utilizaram DSC e TG como
técnicas complementares para avaliar a compatibilidade entre AR e varios excipientes
farmacéuticos. E, Guillen et al. (2006) avaliaram o comportamento térmico das substancias
DMAE e &cido ascérbico isoladamente e incorporados em emulsdes ou géis, sendo que o
acido ascorbico foi a substancia que apresentou maior estabilidade.

3.2.3. Espectroscopia por Infravermelho

A espectroscopia por infravermelho compreende a secdo do espectro eletromagnético
entre os nimeros de ondas de 4000 — 400 cm™. Esta técnica ndo s6 fornece identificacoes
Unicas para cada molécula, como também identifica grupamentos funcionais
independentemente da molécula a que pertencem. E uma técnica rapida e com o minimo ou
nenhuma preparacdo de amostra necessaria para a caracterizacao e elucidacdo de estrutura
molecular, na qual as moléculas ou grupamentos funcionais vibram (deformacdo angular ou
estiramento) quando absorvem a radiacdo do infravermelho em determinado nimero de onda
(SILVERTEIN et al., 2006).

Os métodos espectrofotométricos sdo frequentemente empregados em analises
farmacéuticas devido a sua facil execucdo, baixo custo, além de propiciar sua utilizacdo no
controle de qualidade de rotina de inimeros produtos farmacéuticos, e a comparacao do perfil
espectral permite auxiliar na identificagdo da substancia em analise (ZARBIELLI et al.,
2006).

A espectroscopia na regido do infravermelho médio era pouco usada em analises
quantitativas devido a algumas limitacdes da técnica. Porém, com o advento da transformada
de Fourier na espectroscopia por infravermelho (FTIR), associada ao surgimento dos
microprocessadores digitais e de técnicas computacionais avancadas, permitiu-se a analise de
misturas complexas como farmacos, por exemplo, sem a necessidade de qualquer separacdo
prévia de seus componentes (DE SOUZA, FERRAO, 2006).

Esta ferramenta analitica apresenta-se bastante util nos estudos de caracterizagdo,

compatibilidade e estabilidade de formulagfes farmacéuticas e tem sido usada em diversas



pesquisas como técnica complementar para avaliagdo de possiveis interagdes entre
componentes de formulas. Ascenso e colaboradores (2011) utilizaram a técnica de FTIR
complementarmente a outras técnicas para estudo de caracterizacdo do AR e seu complexo
com dimetil-beta-ciclodextrina, auxiliando na escolha do melhor método de complexacéo.
Singh e Nath (2011) avaliaram a compatibilidade da lamivudina comparando as técnicas de
DSC e FTIR. E, esta técnica foi também utilizada por Lima e colaboradores (2014) como
suplementar para investigacdo de possiveis interacOes entre AR e excipientes usados em

formas farmacéuticas semissolidas.

3.3. Método de Arrhenius

Na maior parte dos processos de degradacdo quimica de um IFA € necessaria a presenca
de energia para ultrapassar a barreira de ativacdo, a qual ¢ denominada como energia de
ativacdo (Ea), ou seja, a Ea € a energia minima necessaria para que ocorra uma reagdo. A
combinacdo de moléculas ird originar uma distribuicdo de energia, a qual depende da
temperatura, e a temperatura mais elevada existe um maior nimero de moléculas a produzir
mais e melhor energia (WATERMAN, 2009).

Vérios métodos para determinacdo da estabilidade quimica de produtos farmacéuticos
sdo reportados na literatura, dentre eles o método de Arrhenius apresenta uma relacdo

quantitativa entre velocidade de reacdo e temperatura, dada pela equacao de Arrhenius:

K(T)= A e Fa/RT
Onde:
K é a velocidade especifica da reacéo;
A ¢ o fator pré-exponencial ou fator de frequéncia;
Ea é a energia de ativagao;
R é a constante geral dos gases e
T é a temperatura absoluta ( WATERMAN e ADAMI, 2005; PRISTA et al., 2009).

Dessa forma € possivel prever a estabilidade de numerosos IFAs, para uma temperatura
normal de armazenamento a partir dos resultados obtidos com base em ensaios acelerados de
estabilidade (LACHMAN et al., 2001). Isto porque a energia de ativacdo € diretamente
proporcional a estabilidade (OLIVEIRA et al., 2011).



Este método consiste em expor o farmaco ou medicamento a, no minimo, trés condigdes
de temperatura superiores & normal e acompanhar, em tempos determinados, o decréscimo da
concentracdo da substancia ativa.

Com esses dados, elaboram-se representacdes graficas (C x t; log C x t; 1/C x t),
correspondendo as trés ordens de reacdo: zero, primeira e segunda. Dessa forma, a avaliagcdo
da cinética quimica e determinacdo da ordem das reacdes permite obter o perfil de degradacéo
de um farmaco ou medicamento, ou seja, a sua concentracao versus tempo (MURAKAMI et
al., 2009). E, aquela representacdo grafica que proporcionar a curva mais proxima de uma reta
determinaréd a ordem de reagdo e a sua inclinacdo fornecera a constante de velocidade (K) da
reacdo de degradacdo do farmaco, em cada temperatura utilizada.

3.4. Validacdo de metodologias analiticas

Os estudos de estabilidade abordam também o desenvolvimento de métodos analiticos
indicadores de estabilidade, os quais devem permitir a quantificacdo exata da substancia ativa,
assim como separar a mesma dos produtos de degradacdo. Para tanto, € relevante que o
método proposto seja validado para assegurar sua eficiéncia (HONG, SHAH, 2000).

Quando h& necessidade da deteccdo exata e da quantificacdo dos produtos de
degradacdo o uso de métodos indicadores de estabilidade é obrigatorio; portanto, segundo
Baertschi (2006), o desenvolvimento destes métodos comeca com a detec¢do de produtos de
degradacdo relevantes, a partir de condi¢bes de degradacdo forcada, prevendo sua possivel
formacdo, também em estudos de estabilidade acelerada ou de longa duragdo. A validacao de
um meétodo analitico indicador de estabilidade parte da determinacdo de sua especificidade
frente a analise da substancia de interesse e seus produtos de degradacéo, avaliando também a
precisdo e a exatiddo do ensaio. O desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos
indicadores de estabilidade é justificado pela necessidade de técnicas potenciais para a
separacdo dos componentes de uma mistura fisica do farmaco e seus produtos de degradacao
(BAKSHI, SINGH, 2002).

De maneira geral, conforme a NBR ISO/IEC (2001), BRASIL (2003) e “World Health
Organization” (WHO) (1992), a validacdo de um método analitico é a confirmagdo por
ensaios e fornecimento de evidéncia objetiva, de que o procedimento analitico selecionado
dara resultados reprodutiveis e confiaveis para a proposta pretendida, ou seja, a determinacgéo
gualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos

farmacéuticos.



No Brasil, 0 guia para estudos de validacdo de métodos analiticos é a resolu¢do RE n°
899, de 2003 (BRASIL, 2003), a qual se aplica para técnicas analiticas que fagcam uso de
métodos cromatograficos, como, por exemplo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A resolucdo diz que para que o metodo atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados, o mesmo deve apresentar
especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo,
exatidao adequados a analise.

De acordo com a RE n° 899, de 2003 (BRASIL, 2003), no caso de metodologia analitica
ndo descrita em farmacopeias ou formulérios oficiais, devidamente reconhecidos pela
ANVISA, deve-se avaliar os parametros relacionados com a finalidade do teste, consoante aos
Quadros 1 e 2.

Quadro 1. Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas
Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao
I de impurezas e produtos de degradacdo em produtos
farmacéuticos e matérias-primas
Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberacdo do
. ativo)

v Testes de identificacdo

Fonte: Brasil, 2003.



Quadro 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua finalidade.

Parametro Categoria | Categoria Il Categoria Il Categoria IV

Quantitativo  Ensaio limite

Especificidade  Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Néo * Né&o
Intervalo Sim Sim * * Né&o
Precisdo ) ) y ) 3

o Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Precisdo

** ** Néo *%* Néo

Intermediaria
Limite de )

3 Nao Nao Sim * Nao
deteccdo
Limite de )

o Né&o Sim Né&o * Né&o
quantificacdo
Exatiddo Sim Sim * * Né&o
Robustez Sim Sim Sim Né&o Né&o

Fonte: Brasil, 2003.
(*) pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

(**) se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necesséria a comprovacao da Precisdo Intermediéria.

3.4.1. Parametros de validacao

De acordo com a Tabela 8, para os testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinacdo de impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-
primas sdo exigidos os testes de especificidade, linearidade, intervalo, preciséo
(repetibilidade), limite de detec¢éo, limite de quantificacdo, exatiddo e robustez.

3.4.1.1. Especificidade e Seletividade

Especificidade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagdo e
componentes da matriz (BRASIL, 2003). Segundo Lancas (2009), seletividade corresponde a
capacidade de um método em determinar um analito de maneira inequivoca na presenca de

outras substancias suscetiveis de interferirem na determinagéo.



3.4.1.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela anélise de, no minimo,
cinco concentracOes diferentes. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo (r)
deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).

Efetivamente a linearidade é determinada por graficos de calibracdo, seguida de um
tratamento estatistico, o qual deve ser adequado, envolvendo, no minimo, a equacdo da fungéo
(usualmente, uma reta), a analise da regressdo e os dados de correlacdo e determinacéo
(LANCAS, 2009).

3.4.1.3. Intervalo

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de
um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmacio de que o método apresenta
exatiddo, precisdo e linearidade adequados, quando aplicados a amostras contendo
quantidades de substancias dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003).

Dessa forma, o0 método ndo deve ser empregado fora destes limites, e caso precise ser
modificado para estender o intervalo de aplicagéo, deve ser planejado e exercido um novo
procedimento de validagcdo (LANCAS, 2009).

3.41.4. Precisdo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). A precisao é
avaliada pelo desvio padrdo absoluto, que utiliza um namero significativo de medicdes,
normalmente maior que vinte. Na pratica, em validagdo de métodos, 0 numero de
determinacbes € geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa do desvio padrdo
absoluto (RIBANI et al, 2004). Esta é considerada em trés niveis: repetibilidade (precisdo

intra-corrida), concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o



mesmo analista e mesma instrumentacdo; precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas),
concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes; reprodutibilidade (precisdo inter-
laboratorial), concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios diferentes como em
estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia analitica, por
exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopeias (BRASIL, 2003).

3.4.15. Limite de deteccdo (LD) e Limite de quantificacdo (LO)

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicGes experimentais
estabelecidas. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da analise de solugcbes de
concentracOes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel. No caso de
métodos instrumentais (CLAE, Cromatografia Gasosa - CG, absor¢do atdbmica), a estimativa
do limite de deteccdo pode ser feita com base na relacdo de 3 vezes o ruido da linha de base
(BRASIL, 2003).

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢Bes experimentais estabelecidas (BRASIL;
INMETRO, 2003; ICH, 1995). O limite de quantificacdo € um parametro determinado
principalmente para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos
e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas, sendo expresso como concentracdo do
analito na amostra. O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da analise de solucdes
contendo concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determindvel com
precisdo e exatidao aceitaveis (BRASIL, 2003).

Tanto LD quanto LQ podem ser calculados de trés maneiras diferentes: método visual,
método relacdo sinal-ruido, método baseado em pardmetros da curva analitica. Porém, o
melhor caminho para o célculo do LD e LQ é utilizar o0 método baseado nos parametros da
curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel. A curva analitica deve conter a

concentracéo correspondente ao LQ (RIBANI et al., 2004).

3.416. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método

em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003). O nimero de ensaios varia



segundo a legislacdo ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH
(1995) estabelece que um minimo de nove determinacdes envolvendo um minimo de trés
diferentes niveis de concentracao deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para
trés niveis de concentracdo. Esta recomendacéo é também adotada pela ANVISA (BRASIL,
2003). Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de
referéncia; comparagdo de métodos; ensaios de recuperacdo; adicdo padrdo (RIBANI et al,
2004).

3.41.7. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir, ou seja,
sua sensibilidade, a pequenas e deliberadas variacfes dos parametros analiticos. Indica sua
confianga durante o uso normal (BRASIL, 2003; INMETRO, 2003). No desenvolvimento da
metodologia que utiliza técnicas cromatogréficas, deve-se considerar a avaliagdo da robustez
pela variacdo de parametros como a concentracdo do solvente organico, pH e forca ibnica da
fase movel em CLAE, programacdo da temperatura, bem como o tempo de extracdo, entre
outros (RIBANI et al, 2004). Constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas
condicBes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucGes devem ser incluidas no
procedimento (BRASIL, 2003).

3.5.  Acido retinoico — farmaco modelo

Dos retinoides, o acido retinoico (AR), também conhecido como 4&cido all-trans-
retinoico, vitamina A &cida ou tretinoina, é considerado o mais bioativo e de ocorréncia
natural, no tocante a modulacdo das funcbes da pele, ainda levando em consideracdo que
todos o0s outros retinoides se convertem neste produto para exercerem 0s seus efeitos
benéficos na pele, ou seja, é a forma ativa do produto metabdlico da vitamina A (LUPO,
2001; RIGOPOULOS et al., 2004; YAMAGUCHI et al., 2005).

O AR pode ser obtido por sintese através do metabolismo do retinol, no qual o retinol é
convertido por oxidacdo para retinol-aldeido, e em seguida, para &cido retinoico (Figura 1)
(STEINER, 2006).



Figura 1. Sintese do &cido retinoico.
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Fonte: adaptado de Sobreira, 2008. (ADHSs — &lcool desidrogenases).

Apresenta-se como um pé cristalino amarelo alaranja claro, praticamente insolGvel em
agua e levemente solivel em 4alcool, funde a aproximadamente 182 ° C seguido de
decomposicdo (BP, 2009). E conhecido por sua sensibilidade ao ar, calor e luz, sendo
facilmente oxidavel, produzindo diferentes isdmeros principalmente quando veiculado em
solugdo, por exemplo, solucbes alcodlicas (HWANG et al., 2004; IOELE et al., 2005) e
devido a isso, deve ser armazenado em recipientes fechados, protegido da luz e sob atmosfera
de gas inerte, como nitrogénio (USP, 1999; BP, 2005). AR, de nomenclatura acido 3,7-
dimetil-9-(2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il)-2,4,6,8-nonatetraendico  (Figura 2), apresenta
formula molecular C20H2s02 e massa molar de 300,4 g mol™* (SWEETMAN, 2005).

Figura 2. Estrutura quimica do acido trans-retinoico.
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Fonte: pesquisadora.

E possivel que a presenca de ligacdes conjugadas no AR (Figura 2) seja responsavel por

caracteristicas de instabilidade no farmaco como oxidagdo, isomerizagdo que ocorrem na



presenca de luz, calor, &cidos fortes e solventes contendo oxigénio ou peréxido (GATTI,
GIOIA, CAVRINI, 2000).

De acordo com os relatos da literatura, estudos de estabilidade de varias formulacbes
comerciais contendo acido retinoico vém sendo realizados e, em sua maioria, colocam a
sensibilidade a luz sendo como a principal causa, mas como uma das mais relevantes para
instabilidade e formacdo de produtos de degradacdo do &cido retinoico, principalmente por
fotoisomerizacdo (MARTIN et al., 1998; BRISAERT,PLAIZIER-VERCAMMEN, 2000; LIN
et al., 2000; NYIRADY et al., 2002; MANCONI et al., 2003; IOELE et al., 2005;
NIGHLAND et al., 2006; BRISAERT, PLAIZIER-VERCAMMEN, 2007).

A Farmacopeia Britanica (2009) relata como possiveis impurezas da tretinoina o seu
isbmero isotretindina (A), assim como 9,13-di-cis-acido retinoico (B), 11,13-di-cis-acido

retinoico (C), 9-cis-acido retinoico (D), e produtos da oxidacdo da tretindina (Figura 3).

Figura 3. Estrutura do &cido retinoico e das impurezas relacionadas.
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Fonte: Adaptado da Farmacopeia Britanica, 2009.

Estudos revelam que a irradiacdo em formulagbes contendo tretinoina levou a formacéo
de vaérios e diferentes isdmeros desta (acido all-trans retinoico), e embora a isotretinoina (13-
cis-4cido retinoico) seja um dos isdmeros mais importantes, assim como também é relatado o
isbmero alitretinoina (9-cis-acido retinoico), os quais também apresentam atividade
terapéutica, em torno de 40% de tretinoina é isomerizada para isémeros inativos (Figura 4)
(MOTTO et al.,, 1989; LOVAT et al., 1997; BRISAERT E PLAIZIER-VERCAMMEN,
2000).



Figura 4. Isomerizacdo do acido retinoico.
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Fonte: pesquisadora.

Desde as ultimas décadas, o acido retinoico continua sendo o agente comedolitico
topico mais efetivo disponivel (BROWN, SHALITA, 1998), pois tem demonstrado eficacia
em desordens de queratinizacdo e no tratamento de outras lesdes cutaneas, quando aplicado
topicamente (CONTRERAS et al., 2005). As reacdes adversas da tretinoina sdo limitadas a
pele, uma vez que apenas cerca de 1% do farmaco aplicado topicamente € absorvido, de
forma que ndo é suficiente para modificar o nivel de vitamina A plasmatica (WEBSTER,
1998). Como desvantagem para sua aplicacao topica, o AR apresenta irritacdo local, eritema,
descamacdo, gqueimacdo e secura da pele, assim como aumenta a sensibilidade da pele a
radiacdo solar, portanto, 0 uso de protetores solares é evidentemente necessario.

O AR encontra-se disponivel comercialmente em concentraces que variam de 0,025%
a 0,1% nas formas farmacéuticas creme, gel e solucdo alcodlica e, em especial na pratica
clinica, as formulacdes em creme de tretinoina sdo prescritas como preparacGes magistrais
com frequéncia (BROWN, SHALITA, 1998; BRISAERT, PLAIZIER-VERCAMMEN,
2007).

Como ja foi abordado, muitos estudos a respeito da estabilidade de formulagdes
comerciais de acido retinoico vem sendo realizados, porém é escasso 0 numero de pesquisas
no &mbito da estabilidade térmica de formula¢fes creme de &cido retinoico, justificando-se
sua avaliacdo e ainda a utilizacdo de técnicas analiticas para este fim, a exemplo de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, analise térmica e infravermelho de forma

correlacionada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada nas dependéncias dos Laboratorios Unificados de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos localizado no Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas / Centro de Ciéncias da Saude / Universidade Federal da Paraiba
(LUDEM/DCF/CCS/UFPB).

4.2. Reagentes e materiais

Acido retinoico grau farmacéutico (Fagron, S&o Paulo, Brasil), BHT (Pharmaspecial,
Sdo Paulo, Brasil), EDTA (Sintética, Sdo Paulo, Brasil), metabissulfito de sodio
(Valdequimica, Sdo Paulo, Brasil), estearato de octila (Fragon, Sdo Paulo, Brasil), nipazol
(DEG, Séo Paulo, Brasil), nipagin (Purifarma, S&o Paulo, Brasil), polawax (Pharma Nostra
Comec, Rio de Janeiro, Brasil), propilenoglicol (AAL Chemistry, Séo Paulo, Brasil), silicone
(Pharma Nostra Comec, Rio de Janeiro, Brasil), etanol grau CLAE (Tédia, Rio de Janeiro,
Brasil), acido acético glacial (Quimex, Sdo Paulo, Brasil), metanol grau CLAE (J.T. Baker,
USA).

As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas de uma farméacia magistral do
comeércio local, na cidade de Jodo Pessoa, estado da Paraiba. O creme de &cido retinoico
obtido nessa farmécia apresenta-se na concentracdo de 0,025%, acondicionado em bisnagas
de pléastico laminadas, hermeticamente seladas.

Para os estudos de compatibilidade as misturas binarias foram preparadas na proporcao
1:1 (m:m) adicionando 100 mg de acido retinoico a 100 mg de cada excipiente, seguidas de

uma mistura fisica.

4.3. Desenvolvimento do método cromatografico

O método cromatografico baseou-se nos estudos de Velloso e colaboradores (2009) com
alguns ajustes, no qual as condi¢bes cromatograficas de analise do &cido retinoico foram
empregadas em cromatografo Shimadzu®, modelo LC-10 equipado com detector UV-VIS
(SPD-10A), com sistema de bomba quaternéria (LC-10AD), e sistema de degaseificacdo on-
line (DGU-14A), vélvula de injecio (Rheodyne® LCC), loop de 20 pL, forno (CTO 20) a

temperatura de 40 ° C, Sistema de Software Class VP. A coluna analitica utilizada foi a
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Phenomenex Gemini NX C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 um) de fase reversa, utilizando a pré-
coluna Gemini NX C18 (10 mm x 4 mm).

A fase modvel foi constituida por metanol e acido acético glacial a 1%. Foram testadas as
propor¢des 50:50, 80:20, 90:10 e 85:15 (v/v), das quais a Ultima propor¢cdo mostrou-se como
opcao de escolha por melhor tempo de retencdo com boa separacgdo dos picos. A vazéo foi de
1,0 mL min?, em modo isocrético, e com volume de injecdo de 20 uL. O comprimento de
onda utilizado foi de 342 nm, o qual foi predefinido por varredura de uma solucdo padréo de
AR em um espectrofotdmetro UV-mini 1240 SHIMADZU 120 V.

A cada anélise foi realizada a adequabilidade do equipamento com inje¢do do padréo de
acido retinoico (5 ug mL™) em triplicata.

4.4. Tecnologia de extracdo do analito

A quantidade amostral foi ajustada para que ap6s o processo de extracdo a solucao de
injecéo estivesse na mesma concentracdo do padréo de acido retinoico, de 5 pg mL™. Logo,
1,0 g de massa do creme (equivalente a 250 pg mL™) foi pesada utilizando a balanga analitica
Sartorius modelo 2842 e em seguida foi transferida para um tubo de ensaio com tampa
rosqueada.

O analito foi extraido por extracdo liquido-liquido em 5 mL do solvente etanol, o qual
forneceu resultados mais satisfatorio de extracdo, além de se tratar de um solvente de baixo
custo em relacdo aos demais. Em seguida foi submetido a agitacdo em um agitador mecanico
vortex por 5 min. Apds solubilizagdo do analito no solvente extrator, o tubo foi submetido a
centrifugacdo (CentriBio®) por 10 min, a rotagdo de 4000 rpm. Da fracdo sobrenadante foi
retirada uma aliquota de 1,0 mL e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL para
diluicdo final em fase mdvel, com concentragio tedrica de 5 pg mL™? de acido retinoico. A
solugéo foi filtrada utilizando um filtro de seringa PTFE (membrana de TEFLON), com poro

de 0,45 um, e em seguida injetada no sistema cromatogréfico.

4.5. Validagdo de metodologia analitica de analise por CLAE

A metodologia analitica foi validada de acordo com a RE ANVISA n° 899 de 29 de
maio de 2003 (BRASIL, 2003) e conforme a classificacdo para os testes analiticos, descritos

nesta resolucdo, foram avaliados os seguintes pardmetros: especificidade, linearidade,
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intervalo, precisdo, precisdo intermediaria, limite de detec¢do, limite de quantificacéo,

exatiddo e robustez.

4.5.1. Especificidade

Este parametro foi avaliado por meio da anélise dos perfis cromatogréficos de trés tipos
de amostras: a solugcdo padrdo, a solugdo placebo (creme base) e o placebo adicionado a 100%
de acido retinoico, a fim de investigar a existéncia de alguma substancia que possa estar em

coeluicdo com AR no comprimento de onda usado.

45.2. Linearidade

Foi obtida solugdo estoque (SE) do padrdo de AR a 100 pg mL™*. A partir da SE foram
retiradas aliquotas desta solucdo e diluidas em fase modvel para obter os pontos
correspondentes aos niveis (10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175%) assumindo a concentracao
de 5 ug mL™* como o nivel de 100%. As concentragBes correspondem aos pontos: 0,5, 1,25,
2,5, 3,75, 5, 6,25, 7,5 e 8,75 p gmL?. As solugbes foram analisadas por CLAE-UV e 0s
resultados obtidos foram relacionados em um grafico da concentracdo da solu¢do em funcédo
da area sob o pico. As curvas foram realizadas em triplicata (n=3) e uma curva média foi
obtida.

A anélise da linearidade seguiu 0 método dos minimos quadrados de regressao linear,
estabelecendo a curva de calibracdo média proporcional a concentracéo e resposta, mediante
determinacdo do coeficiente de correlacdo linear (r?), coeficiente angular e desvio padréo
relativo. Aplicou-se analise estatistica ANOVA com auxilio do programa Prism 3.0.

45.3. Intervalo

O intervalo especificado foi definido pela obtencdo dos limites de quantificacdo
superior e inferior do método analitico, sendo representado pela faixa entre 0s mesmos,

derivando do estudo de linearidade.
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45.4. Precisao

A repetibilidade do método, ou precisdo intra-corrida, foi verificada por 6 (seis)
determinacbes a 100% da concentracdo do teste, utilizando o mesmo analista e mesma
instrumentacdo e foi efetuada pelo desvio padrdo relativo ou coeficiente de variacéo
percentual (CV%). Utilizou-se a amostra de creme a 100% de &cido retinoico, ou seja, na
concentragio tedrica de 250 pug mL?, chegando ao final do preparo da amostra na
concentracdo final de injecio de 5 ug mL™. O método foi considerado preciso quando

apresentou CV% menor ou igual a 5%, de acordo com a legislacdo vigente.

4.5.5. Precisdo intermediaria

Para determinacdo da precisdo intermediaria ou inter-corridas procedeu-se conforme o
método utilizado para avaliacdo da repetibilidade do método, utilizando os mesmos
parametros amostrais e estatisticos para analise dos dados, sendo avaliada pela concordéncia
entre os resultados obtidos no mesmo laboratério, mas em dias diferentes, com analistas

diferentes.

4.5.6. Limite de deteccdo

O limite de deteccdo foi estabelecido por meio da anélise de solugdes de concentracdes

conhecidas e decrescentes do farmaco, até o menor nivel detectavel, através da equacéo,

LD DPax 3

~IC
em que: DP, é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracbes do farmaco proximas ao suposto limite de

quantificacéo e, IC é a inclinagéo da curva de calibracéo.

4.5.7. Limite de quantificacéo

O limite de quantificagéo foi estabelecido por meio da analise de solugbes contendo

concentracdes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel, através da equacdo,
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Lo DPax 10

B (¢
em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentragdes do farmaco préximas ao suposto limite de

quantificacdo, e IC é a inclinacdo da curva de calibracéo.
4.5.8. Exatidao

Para avaliacdo desse parametro 9 (nove) determinac6es contemplando o intervalo linear
do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, 25%, 100% e 175%, foram realizadas em
triplicata. A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente.
4.5.9. Robustez

Para andlise do pardmetro de robustez foram preparadas amostras 100% da
concentracdo teorica do teste, em triplicata, avaliando 4 (quatro) condi¢des: o tipo de filtro
utilizado no preparo da amostra, variando de PTFE (usual) para PVDF (Fluoreto
Polivinidileno); o fluxo da fase moével (1,0 mL min?), variando em +0,2 ml min?; a
temperatura do forno (40 ° C), variando = 2 ° C ; e a estabilidade, variando o tempo de injecéo
da amostra no tempo zero e 24 horas de preparo. As analises foram realizadas em triplicata
para cada ponto avaliado. Para fins estatisticos utilizou-se o calculo do desvio padrao relativo,

sendo considerado robusto o método quando ndo ultrapassado o desvio de até 5%.

4.6. Estresse térmico

4.6.1. Preparo das amostras

O creme de &cido retinoico, na concentracdo de 0,025 % foi acondicionado em bisnagas
de plastico laminadas, hermeticamente seladas com cerca de 10 g de creme por bisnaga, em

sextuplicata.
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4.6.2. Condig0es de estresse

As amostras foram submetidas ao estresse térmico nas temperaturas de 60, 70 e 80 °C,
monitorando o intervalo de tempo de 0, 24, 48 e 72h. Utilizou-se estufa de ar circulante Nova
Etica®, na qual foram armazenadas as bisnagas para analise em cada temperatura, no intervalo
de tempo determinado, em sextuplicata. A estufa foi previamente estabilizada na temperatura

selecionada, com auxilio confirmatoério de um termometro calibrado.

4.6.3. Avaliacdo por CLAE

Utilizou-se o cromatografo Shimadzu®, modelo LC-10 equipado com detector UV-VIS
(SPD-10A), em numero de onda 342 nm, com forno a temperatura de 40 ° C, Sistema de
Software Class VP. A coluna analitica utilizada foi a Phenomenex Gemini NX C18 (250 mm
x 4.6 mm, 5 pm) de fase reversa, utilizando a pré-coluna Gemini NX C18 (10 mm x 4 mm). A
fase movel foi constituida por metanol e &cido acético glacial a 1% na proporgdo 85:15 (v/v),
com vazdo de 1,0 mL min't, em modo isocratico, e volume de inje¢do de 20 uL.

A cada andlise foi realizada a adequabilidade do equipamento com injecdo do padrédo de
acido retinoico (5 ug mL™) em triplicata.

As amostras da formulacdo creme de AR foram preparadas para leitura em CLAE
conforme o topico 3.4.. E para analise dos dados obtidos foi avaliado o desvio padrdo relativo
(CV%), assim como para a avaliacdo da estabilidade da formulacdo e determinacdo dos
parametros cinéticos de degradacdo para o estresse térmico da formulagdo seguiu-se 0 modelo

de Arrhenius.

4.7. Estudo de compatibilidade

4.7.1. Preparo das amostras

As misturas binarias foram preparadas na propor¢do 1:1 (m:m) adicionando 100 mg de
acido retinoico a 100 mg de cada excipiente que constitui a formula (Tabela 4),

individualmente, seguidas de uma mistura fisica.
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Tabela 4. Componentes do creme de acido retinoico.

Acido retinoico Farmaco 0,025 %
Creme base (néo ibnico) qsp
Butil-hidroxitolueno (BHT) Antioxidante 0,1%
Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA) Agente quelante 0,1%
Metabissulfito de sodio (MS) Antioxidante 0,2%
Estearato de octila (EO) Emoliente 2,0%
Nipazol(NZ) Conservante 0,05%
Nipagin (NG) Conservante 0,1%
Polawax (PWX) Emulsificante 15%
Agua destilada gsp Solvente 79,85%
Propilenoglicol (PGL) Umectante 2%
Silicone SF1204 (SIL) Emoliente/Umectante 1%

4.7.2. Condigdes de analise

Foi realizado o estudo de compatibilidade fisica por calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e por correlagdo dos dados de espectroscopia na regido do infravermelho (1V), avaliou-
se a compatibilidade quimica.

Para andlise por DSC, utilizou-se um calorimetro Shimadzu, modelo DSC-50, e em
cadinhos de aluminio pesou-se o0 equivalente a 5 mg de cada mistura e de cada componente
isoladamente, para fins comparativos, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™,
submetida ao aquecimento com razéo de 5° C min, em intervalo de temperatura de 25-450 °
C. A célula de DSC foi calibrada com indio (pf 156,6 °C; AHfus = 28,54 J g!) e zinco (pf
419,6 ° C).

Para avaliacdo por IV, foram obtidos os espectros de cada mistura e componentes
isoladamente em um sedimento de brometo de potassio, utilizando o modelo de sistema
Shimadzu IR Prestige-21 ao longo de um intervalo de 400-4.000 cm™.

A anélise dos dados obtidos por DSC foi realizada utilizando o software TASYS, e para

IV o software IR Solution, ambos da Shimadzu.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Validacdo do método analitico por CLAE

Previamente a analise cromatografica, foi determinado o comprimento de onda (£) de
absorcdo méxima para o acido retinoico no ultravioleta, sendo de 342 nm (Figura 5) e estando
dentro da faixa relatada na literatura paro o farmaco (320 a 365 nm) (ZARGHI, JENABI E
EBRAHIMIAN, 1998; BRISAERT, PLAISIER-VERCAMMEN, 2000, 2007; TASHTOUSH,
JACOBSON E JACOBSON, 2007; VELLOSO et al, 2009; TEGLIA et al, 2014). Segundo
Berbenni et al. (2001), essa pequena diferenca entre os valores é decorrente da possivel
ocorréncia de alteragcbes na dissolucdo, solvatagdo, pontes de hidrogénio, interacdo com o

solvente e temperatura.

Figura 5. Pico de absor¢do do AR.
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5.1.1. Especificidade

A andlise cromatogréafica pelo método proposto mostrou-se eficiente na separacdo do
pico do acido retinoico dos demais, e observa-se que o pico do farmaco manteve-se no tempo
de retencdo de aproximadamente 10 minutos, um tempo relativamente curto, conforme Figura
6 (BeC).
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Analisando alguns tempos de retengdo obtidos para métodos cromatogréficos CLAE-
UV relatados na literatura, o tempo de retencdo do &cido retinoico encontrado no presente
estudo, modo isocratico, apresentou-se menor em relacdo aos tempos citados, uma vez que
pela proporcdo de metanol usada na fase movel o AR apresentou maior afinidade pela mesma
e assim ficou menos tempo retido na fase estacionéria. Brisaert e Plaizier-Vercammen (2000)
avaliaram a degradacdo do &cido retinoico em logdo utilizando método CLAE-UV, modo
gradiente, com fase movel constituida de metanol, agua e acido acético (75:12, 5:1 v/v), fluxo
1,8 mL min, variando para acetonitrila, agua e acido acético (80:20:1 v/v), fluxo 1 mL min?,
obteve tempo de retencdo para o0 &cido retinoico em torno de 15 minutos. Trotta e
colaboradores (2003) utilizaram o modo isocratico CLAE-UV, com fase movel composta por
acetonitrila, metanol, acido acético e agua (45:40:1:14 v/v), e encontraram tempo de retencao
de 12,3 minutos. Brisaert e Plaizier-Vercammen (2007) avaliaram a fotoestabilidade do acido
retinoico em cremes, utilizando como fase mdvel acetonitrila, 4gua e acido acético (80:20:1
viv), fluxo 1 mL min?, porém o tempo de retencio ndo foi especificado. Ainda, a
Farmacopeia Brasileira (2010) determina em seu método para identificacdo por doseamento
do &cido retinoico em creme, uma fase movel composta por tampéo fosfato e tetraidrofurano
(55:45 v/v), com ajustes necessarios para que o tempo de retencdo seja de 15 minutos.

Avaliando os perfis cromatograficos, placebo, padrdo e placebo adicionado, observa-se
que o método foi especifico para quantificacdo de &cido retinoico incorporado na base creme
ndo-idnico, o qual ndo apresentou interferentes em nenhuma das amostras analisadas (Figura
6).
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Figura 6. Perfil cromatogréafico das amostras: placebo (A), padrédo AR (B) e placebo

contaminado (C) em 342 nm.
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5.1.2. Linearidade

A linearidade da curva analitica foi realizada pela injecdo do padréo de acido retinoico
no intervalo de 0,5 a 8,75 pg mL™, em triplicata, a qual foi obtida a partir do ajuste de
regressdo linear, obtendo-se a equagdo da reta. Os dados referentes as curvas analiticas estéo
dispostos na Tabela 5. De acordo com a RE ANVISA n° 899/2003 (BRASIL, 2003), a
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ANVISA limita que o coeficiente de correlacéo linear (r?) deve ser igual ou superior a 0,99
para métodos analiticos. Dessa forma, o método proposto se adequa aos limites exigidos,
indicando a existéncia de correlagdo linear, uma vez que o valor de r? obtido na analise do
acido retinoico pelo método CLAE-UV desenvolvido foi de 0,9998 (Figura 7).

Tabela 5. Dados das curvas analiticas.

Area dos picos para o 4cido retinoico em diferentes concentracdes (g mL™)

0,5 1,25 2,5 3,75 5 6,25 75 8,75
c1 84820 213596 419111 634786 851854 1067481 1282215 1500021
C2 85705 214076 418680 632578 852222 1059564 1288921 1499920
C3 86548 215682 418562 632770 853048 1061638 1287054 1501121

CV%  1,0084 0,5094 0,0690  0,1931 00717  0,3862 0,2691 0,0444

*p-value 0,8598
>k 0,1527

* Valores estatisticamente diferentes para p-value < 0,05. **F (F calculado) F critico (4,74).

Figura 7. Curva de calibracdo média do padréo de &cido retinoico

em 342 nm.
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Sobre o coeficiente de correlagdo linear, Ribani e colaboradores (2004) concordam que
este representa um parametro o qual permite uma estimativa da qualidade da curva obtida,
pois quanto mais proximo de 1,0 menor a dispersdao do conjunto de pontos experimentais e
menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados, 0 que apoia 0s dados encontrados.

Para verificar se a equacdo de regressdo € estatisticamente significativa foi efetuado o

teste de ajuste, a partir do estudo dos parametros do modelo linear gerando um grafico de
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residuos do padrdo AR, o qual corrobora com o dado do coeficiente de regressdao, uma vez
que se observa uma distribuicdo normal e independente entre os residuos (Figura 8), sendo
entdo dito homocedastico, garantindo os requisitos necessarios para que o método seja
empregado na analise de regressao linear que, segundo Ribeiro et al. (2008), uma curva bem
ajustada devera apresentar erros com distribuicdo uniforme, varidncia constante
(homocedasticidade), e auséncia de amostras atipicas.

Através da analise da curva de calibragéo calculou-se com 95% de confianca o limite de
deteccdo (LD = 0,0857 ug mL™?) e o limite de quantificagdo (LQ = 0,2858 pg mL™).

Figura 8. Gréfico dos residuos para o padrdo de AR.
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5.1.3. Precisdo

5.1.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade foi analisada a partir de 6 (seis) determinacGes de 100% da amostra
(Tabela 6), levando em consideracdo o desvio padrdo relativo maximo de 5%. Observou-se
gue o0 método ¢ repetitivel, uma vez que houve concordancia entre os resultados no periodo de
analise de um dia, com 0 mesmo analista e mesmo equipamento, corroborando com os limites
preconizados pela legislacéo vigente, RE 899/2003, assim como com as normas impostas pelo
Guia Q2 (R1) - Validacdo de Procedimentos Analiticos do ICH (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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Tabela 6. VValores experimentais obtidos no ensaio de repetibilidade.

Concentracdo da amostra
(ug mi)
224,50
223,19
224,73
226,75
233,69
232,08

Meédia + DP CV%

227,49 + 4,36 1,91

5.1.3.2. Precisdo intermediaria

A precisao intermediaria foi analisada a partir de 12 (doze) determinacGes de 100% da
amostra (Tabela 7), realizadas em 2 (dois) dias diferentes, por analistas diferentes, levando em
consideracdo o desvio padrdo relativo maximo de 5%. Observou-se que o0 método é preciso,
uma vez que houve concordancia entre os resultados no periodo de analise, com analistas e
dias diferentes, obtendo desvio padrdo relativo médio de 2,47 %, correspondendo aos limites
preconizados pela RE ANVISA n° 899/2003 e pelo Guia Q2(R1) do ICH (BRASIL, 2003;
ICH, 2005). Logo, atende ao objetivo da validacdo da precisdo intermediaria que é verificar se
no mesmo laboratério o método fornecera os mesmos resultados (RIBANI et al, 2004).

Tabela 7. Valores experimentais obtidos no ensaio de precisdo intermediaria.

Concentracdo da amostra
(ug mL™)
224,72
225,25
1° dia 224,82 227,94 + 4,38 1,92
225,70 R ’
233,91
233,24
235,36
238,31
239,23
236,76
236,85
236,71
Média 232,57 £5,74 2,47

Anélise Média + DP CV%

2° dia 237,20 £1,36 0,57
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5.1.4. Exatidao

Para andlise da exatiddo dos resultados foram avaliados trés niveis de recuperacao,
baixo (25%), medio (100%) e alto (175%), conforme apresentado na tabela 8. Devido a
dificuldade de se obter materiais de referéncia certificados, dos processos mais utilizados para
avaliar a exatiddo de um método o mais comum é o uso de medicBes de recuperacdo
(BURNS, DANZER, TOWNSHEND, 2002; RIBANI et al., 2004), o qual foi avaliado na

faixa de concentracdo esperada para 0 composto de interesse.

Tabela 8. Valores obtidos na avaliacdo da exatiddo do método.

5 Concentragéao Teor

Concentracao . . . - -
Nivel% N Area média experimental média médio  CV%

tedrica (ug mL?)

pg mL? %
25 62,5 183408,6 56,09 89,08 2,53
100 250 696954,8 227,52 90,37 1,78
175 437,5 1221701,9 398,83 88,83 1,09

5.1.5. Robustez

Ao avaliar a robustez do método foram monitoradas as condicdes e parametros de
analise seguintes, tipo de filtro de seringa (PTFE/PVDF), fluxo da fase mével (1,0 mL min™ +
0,2), temperatura do forno (40 ° C + 2) e estabilidade da amostra (0 e 24 h), conforme pode

ser visto na Tabela 9.

Tabela 9. Valores obtidos na avaliacdo da robustez do método.

. Concentracdo média Teor
Condicao
ug mL? CV% % CV%
Filtro PVDF 239,79 0,11 9764 0,11
Fluxo 1,2 mL min? 245,47 0,30 99,95 0,30
ux
0,8 mL min! 236,99 0,72 96,20 0,99
42°C 236,02 0,95 96,10 0,95
Temperatura

38°C 235,99 0,58 96,09 0,58

(estabilidade) 24h 237,69 059 9649 044
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Para variacdo de fluxo da fase modvel foi observada reducdo de 2 min do tempo de
retencdo do farmaco quando utilizado o fluxo de 1,2 mL min™, e aumento de 2 min, para o
fluxo de 0,8 mL min™, porém o teor do farmaco recuperado e o perfil cromatografico no
sofreram alteragcdes. Ademais, ndo foram constatadas alteracdes no teor de AR recuperado
para as condi¢des avaliadas, logo, 0 método apresenta-se robusto, mantendo a concentracdo
média acima de 95% de recuperagdo e com tempo de reten¢do de aproximadamente 10 min.

O método proposto cumpriu todos os parametros exigidos pela legislacdo vigente,
apresentando concordancia entre os resultados de medicbes sucessivas de uma amostra, em
diferentes preparacdes, sob as mesmas condigdes de medicdo, assim como constatou-se que
no mesmo laboratério o método fornecerd os mesmos resultados e apresentou recuperacdo
interessante para quantificacdo da substancia avaliada. E este método nédo sofre influéncia de
pequenas e deliberadas modificacGes em seus parametros, sendo capaz de avaliar de forma

linear e inequivoca a substancia de interesse.

5.2. Estresse térmico da formulacdo de AR

Dentre os fatores ambientais envolvidos na degradacdo de produtos farmacéuticos,
aponta-se a temperatura como o fator mais relevante, pois na maioria dos casos, 0 aumento da
temperatura é diretamente proporcional ao aumento da velocidade de degradacdo quimica, e
ndo ha um acondicionamento capaz de proteger tais produtos dos efeitos do calor
(KOMMANABOYINA, RHODES, 1999; POMBAL et al., 2010; LOFTSSON, 2014). No
presente estudo foi observada situacdo semelhante, corroborando com as informacGes da
literatura, no qual frente ao estresse térmico com diversas temperaturas ao longo do tempo (0,
24, 48, 72 h) foi possivel avaliar a diminuicdo do teor de fArmaco na formulac&o.

Avaliando a temperatura de 60 °C observou-se que praticamente ndo houve reducao de
teor do farmaco, com desvio menor que 2% entre os tempos estudados, que pode ser
observado nos cromatogramas representativos para esta condicdo, nos gquais ndo se observa
alteracdes evidentes (Figura 9). E, analisando a constante de degradacdo, que caracteriza a
velocidade especifica da reacdo, ou seja, a taxa de reagdo que esta relacionada a temperatura
do sistema, observa-se que esta foi pequena, justificando o fato de néo ter havido uma
degradacéo consideravel do farmaco quando submetido a esta temperatura, durante exposicao
de 24 a 72h, e dessa forma ndo foi possivel determinar ordem cinética para a reagdo (Tabela
10 e Figura 10).



Tabela 10. Parametros cinéticos da degradacdo para o estresse térmico da

formulacéo creme de AR.

Temperatura (° C)
Tempo (h) 60 70 80
Teor (%)
0 89,23+1,70* 89,23+1,70 89,23+1,70
24 90,21+2,65 82,00+3,05 60,85+9,80
48 87,13+£2,63 75,07+£1,67 54,8348,33
72 88,36+1,78 69,58+2,72 50,9545,57
r? 0,59 0,99 0,95
ordem - 0 2
K (ug h'h) 0,0250 0,2745 50x10°
*DPR n=6

Figura 9. Cromatogramas referentes a temperatura de 60 ° C (0, 24, 48 e 72 h).
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Figura 10. Degradacdo térmica do creme de AR para60e 70 ° C.
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A partir da temperatura de 70 °C nota-se uma reducdo mais acentuada no teor de AR na
formulacdo. Observa-se nos cromatogramas referentes a esta temperatura a redugdo da area do
pico do farmaco e o aumento gradual da &rea do pico que aparece ao lado do pico do farmaco,
sugerindo a formacdo de um produto da degradacdo do farmaco (Figura 11). Atendendo a
uma cinética de reacdo de ordem zero para degradacdo do farmaco, com constante de
degradacdo (K), obtida da inclinacdo da reta, igual a 0,2745 pg h! (Tabela 10), o que
representa uma velocidade de reacdo constante, independente da concentracdo da amostra, a
qual diminui com o passar do tempo, que também pode ser observado no grafico C (ug) x T
(h) (Figura 10), evidenciando um comportamento linear, com coeficiente de correlacdo linear
(r?) igual a 0,99.

Figura 11. Cromatogramas referentes a temperatura de 70 ° C (0, 24, 48 e 72 h).
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Quando avaliada a degradacéo do farmaco submetido a temperatura de 80 ° C percebe-
se que a velocidade em que ocorre a reducdo do teor de AR na formulacdo obedece a uma
cinética de reacdo de segunda ordem com constante de degradagdo (K) igual a 5,0 x 10 ° g h-
! na qual a velocidade da reacdo depende da concentragdo do farmaco na amostra e da
concentracdo de outro componente presente na formulagdo, caracterizando uma reacdo
bimolecular (Tabela 10 e Figura 12). E avaliando os cromatogramas obtidos observa-se que,
assim como a temperatura de 70 ° C, h4 o aumento gradual e evidente do pico de um possivel
produto da degradacdo do farmaco, proporcional a reducdo de teor do mesmo ao passar do

tempo (Figura 13).

Figura 12. Degradacéo térmica do creme de AR para 80 ° C.
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Com base nos dados obtidos, ndo ha diferenca do teor de AR com DPR menor que 2%
entre os tempos estudados na temperatura de 60 ° C. Isto mostra que o0 processo de degradagédo
se inicia de forma mais evidente as temperaturas de 70 e 80 ° C, mostrando que a partir do
calculo das constantes de velocidade de degradacdo foi possivel observar o efeito da
temperatura na degradacdo do produto no decorrer do tempo, onde segundo Waterman (2009)
a temperatura mais elevada hd um maior nidmero de moléculas a produzir mais e melhor
energia para que a reacdo ocorra. Também pdde ser observado nos cromatogramas obtidos,
nos quais nota-se de forma mais clara a formacgdo de um produto de degradagdo do farmaco,
com aumento gradual da &rea do pico do referido produto quando submetido a estas condi¢Bes

de temperatura e tempo.
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Figura 13. Cromatogramas referentes a temperatura de 80 ° C (0, 24, 48 e 72 h).
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A partir da cinética de reacdo de ordem zero observada quando a amostra foi submetida

a temperaturas de 70 ° C, pelo periodo de tempo estudado, podemos inferir que a degradacao
sofrida pelo farmaco néo esta ligada a fatores intrinsecos a formula, mas a fatores externos, no

caso, a temperatura imposta como um fator limitante, pois conforme o farmaco é degradado, a

sua concentracdo baixa até que tenha reagido na sua totalidade (LACHMAN et al., 2001).
De acordo com a teoria da colisdo, a energia cinética média das moléculas aumenta com

0 aumento da temperatura. E, como a temperatura aumenta, uma maior fracdo de moléculas
tera energia suficiente para ultrapassar a barreira de energia de ativacdo, e dessa forma, a

maioria das reacGes ocorre mais rapidamente a temperaturas mais elevadas do que a
temperaturas mais baixas (YOSHIOKA E STELLA, 2002; LOFTSSON, 2014). Assim,

observou-se gque a constante de velocidade de reacdo (k) aumentou e a rea¢do prosseguiu mais

rapidamente com o aumento da temperatura de 60 para 70 ° C, de 0,0250 a 0,2745 ug h™™.
Isso nos mostra que a formulacdo apresenta boa estabilidade, quando submetidas as

condicdes de estudo, exceto a temperatura de 80 ° C, concordando com dados da literatura de
que, em geral, as rea¢Ges de degradacdo de produtos farmacéuticos, tais como as suspensées
aquosas, as quais se assemelham as formulagdes creme, sdo de ordem zero ou pseudo-ordem

zero, e independem da concentracdo de reagentes e sim, apenas de fatores externos

(LACHMAN, 2001; LOFTSSON, 2014).
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De acordo com o crescimento do viés da manipulagdo magistral direcionado as
necessidades individuais de cada paciente e suas particularidades dermatoldgicas, e 0 pouco
investimento no controle de qualidade desse ramo farmacéutico é imprescindivel o
conhecimento de métodos indicativos de estabilidade, assim como a andlise critica de
resultados de degradacdo de amostras submetidas a determinadas condic¢des de estresse e a
cinética da degradacdo do produto em questdo (BRASIL, 2005; BONFILIO et al, 2010;
LINDINO et al, 2010; GIAM, MCLACHLAN, KRASS, 2012).

Sendo assim, este estudo mostra sua importancia por gerar informacdes que auxiliem
na determinacdo do mecanismo de degradacdo do farmaco veiculado na forma
farmacéutica creme, uma vez que se trata de um sistema emulsionado
termodinamicamente instdvel e propicio a alteracdes quimicas quando submetido a
variacdes de temperatura (FISHER et al., 2007), e a partir da velocidade com que este
forma produtos indesejaveis seja possivel determinar o tempo de analise para prevenir

interferentes.

5.3. Estudo de compatibilidade
5.3.1. Farmaco

A Figura 14 mostra a curva de DSC do AR com dois eventos endotérmicos
caracteristicos do seu comportamento térmico. O primeiro evento provavelmente corresponde,
segundo Tan et al. (1992), Berbenni et al. (2001) e Mendonca et al. (2014), a uma transicao
cristalina de uma estrutura moniclinica para uma triclinica, com Tonset 147,3 © C e entalpia de
3,3 J g, enquanto que o segundo corresponde ao evento de fusdo do farmaco com Tonset
182,74 e Tpico 186,08° C, e entalpia de 102,13 J g, o qual concorda com valor de fusdo
descrito na literatura, de aproximadamente 182 ° C (ASCENSO et al., 2011; MENDONCA et
al., 2014; LIMA et al., 2014).
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Figura 14. Curva DSC do &cido retinoico.
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Na figura 15 e Tabela 11, podemos observar o espectro de absor¢do na regido do
infravermelho para o acido retinoico e 0s seus principais picos. Dentre 0s picos que
caracterizam as bandas de absorcdo do AR, apresentam-se com mais intensidade e relevancia
0s picos de 1184-1251 cm™, os quais sio referentes as vibragBes do grupo do &cido
carboxilico (COOH), assim como o pico referente ao estiramento OH em 2931 cm™.
Geralmente a carbonila (C=0) do grupo COOH absorve no numero de onda entre 1725-1700
cm, porém este grupo presente no AR sofre efeito de conjugacdo com uma ligagdo C=C, o
gue move a banda de absor¢do para uma frequéncia mais baixa (PAVIA et al., 2010), sendo
absorvida a 1685 cm™. O grupo alceno conjugado é representado no espectro por bandas de
absorcdo de alta intensidade em 1570 e 1600 cm™. Outros picos relevantes apresentam-se a
962 cm?, que representa a deformacéo CH=CH do anel trimetilciclohexeno do AR, e entre as
bandas largas de 1438 e 1344 cm™, que abrangem as deformac@es do grupo metil e metileno.

Os dados encontrados referentes ao espectro do infravermelho para o AR corroboram
com aqueles relatados na literatura (BERBENNI et al., 2001, ASCENSO et al., 2011, LIMA
etal., 2014).
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Figura 15. Espectro FTIR do &cido retinoico (AR).
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Tabela 11. Picos IV correspondentes aos grupos quimicos do AR.

Acido Retinoico

Picos (cm 1) Grupo quimico
2818-3064 (2931) + 1184-1251 Acido carboxilico C=0-OH
1570-1600 C=C

1685 C=0

5.3.2. Misturas binarias

A coleta de dados de estabilidade e compatibilidade em tempo real é demorada e de alto
custo, por isso a obtencdo de informacéo rapida e confiavel sobre possiveis interacdes entre
farmaco e excipiente € altamente desejavel. A técnica DSC e analise por espectroscopia de IV
com transformada de Fourier foram utilizadas como técnicas investigativas e complementares
de possiveis interacGes fisicas e quimicas entre 0 AR e o0s excipientes da formulacdo. As
Tabelas 12 e 13, expdem 0 Tonset, Tpico € AH dos picos referentes ao AR nas misturas binarias

e 0s nimeros de onda (L) relacionados aos principais picos de absor¢cdo no infravermelho do
AR nas misturas binarias, respectivamente.
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Tabela 12. Valores de Tonset, Tpico € entalpia do pico de fusdo do AR obtido nas curvas DSC

do estudo de compatibilidade do farmaco/excipientes, misturas fisicas 1:1.

Amostra TonsetDSC(° C) TpicoDSC (°C) AH/Jg*?
Farmaco
Acido retinoico 182,74 186,08 102,13
Farmaco/Excipiente (1:1)
BHT 172,85 180,95 46,14
EDTA 182,91 185,14 45,33
Metabissulfito de sodio 166,91 171,34 49,77
Estearato de octila 175,65 181,72 13,46
Nipazol* - - -
Nipagin* - - -
Polawax 176,28 182,78 37,07
Propilenoglicol* - - -
Silicone SF1204 182,99 185,65 7,42

*mistura fisica em que o evento de fusdo do AR ndo foi evidenciado.

Tabela 13. Valores dos nimeros de onda (cm™) dos principais picos de absor¢do na regido do

IV para o AR no estudo de compatibilidade do farmaco/excipientes, misturas fisicas 1:1.

Numero de onda (cm™)

Amostra C=0-OH c=C c=0
Farmaco
Acido retinoico 2931 e 1184-1251 1570-1600 1685
Farmaco/Excipiente (1:1)
BHT 2933 e 1184-1251 1570-1600 1685
EDTA 2931 e 1184-1251 1570-1602 1685
Metabissulfito de sédio 2931 e 1184-1251 1570-1600 1685
Estearato de octila 2926 e 1184-1251 1570-1602 1687
Nipazol 2933 e 1184-1251 1570-1602 1685
Nipagin 2931 e 1184-1251 1570-1602 1681
Polawax 2916 e 1184-1251 1570-1602 1685
Propilenoglicol 2931 e 1184-1251 1570-1602 1685
Silicone SF1204 2933 e 1184-1261 1570-1602 1687

As curvas de DSC das misturas ARBHT, AREDTA e ARPWX (Figuras 16, 17 e 19 A)
apresentaram menor intensidade e deslocamento do pico de fusdo do AR puro para menor
temperatura, assim como reducdo da entalpia envolvida no processo, a qual foi, no geral, de
aproximadamente 50% (Tabela 12). Porém a reducdo da entalpia isolada, sem significativas
mudangas nas temperaturas (Tonset € Tpico) NEO representa necessariamente uma interacao
farmaco-excipiente (LIMA et al., 2014). Analisando os espectros do IV para as referidas

misturas, os picos referentes a0 AR permanecem, apenas com discretos deslocamentos de
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namero de onda para algumas bandas (Tabela 13), assim como alguns alargamentos de picos
sd8o observados, 0 que pode ser explicado pelo somatério das bandas caracteristicas das
espéecies individuais (Figuras 16, 17 e 19 B). Esses resultados nos mostram que
provavelmente ndo aconteceu modificacdo quimica no farmaco em presenca destes
excipientes.

Na curva de DSC para a mistura ARMS (Figura 18 A) se pode observar uma reducgéo da
intensidade e deslocamento da temperatura de fusdo tanto do farmaco quanto do excipiente,
com diminuicéo da entalpia de fusdo do farmaco (Tabela 13), 0 que pode ser considerado uma
interacdo fisica. Porém, avaliando a compatibilidade quimica por IV (Figura 18 B) observou-
se apenas o somatério das bandas de absorgdo caracteristicas das espécies individuais,
mantendo o perfil espectroscopico do farmaco, denotando auséncia de interacdo quimica entre
0 AR e o MS.

Figura 16. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) AR, BHT e ARBHT.
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Figura 17. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, EDTA e AREDTA.
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Figura 18. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, MS e ARMS.
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Figura 19. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, PWX e ARPWX.
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Avaliando a curva de DSC para AREO (Figura 20 A) se pode observar uma reducdo da
intensidade e pequeno deslocamento da temperatura de fusdo do farmaco, com acentuada
diminuicdo da entalpia do evento de 102,13 para 13,46 J g}, o que provavelmente pode ter
sido efeito da solubilizacdo de boa parte do farmaco no excipiente, o qual se apresenta na
forma liquida, logo, se ainda existem cristais de farmaco intactos, este funde na faixa
adequada e por isso ndo existe interferéncia na analise de compatibilidade proposta,
caracterizando um processo apenas fisico (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).
Quimicamente, ndo se observam alteracdes na mistura AREO quando avaliado o espectro de
IV (Figura 20 B), pois os discretos deslocamentos de nimero de onda que ocorrem em
algumas bandas podem ser devido & absor¢do de bandas no espectro do EO em regibes

proximas aos nimeros de onda desse grupo funcional.
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Figura 20. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, EO e AREO.
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Nas curvas de DSC de ARNZ e ARNG (Figuras 21 e 22 A) nota-se que estas
assumiram o comportamento do excipiente isolado, com supressdo do pico de fusdo do AR,
porém com base no pico de fusdo desses excipientes em mistura ndo sofrem alteracdo e seu
processo de degradacdo ocorre em faixa de temperatura proxima a faixa de fusdo do farmaco,
desta forma nédo se pode avaliar apenas por DSC que ocorre interacdo. Logo, avaliando os
espectros de 1V, minimos deslocamentos de nimero de onda das bandas caracteristicas do AR
foram observados para ambas as misturas (Tabela 13 e Figuras 21 e 22 B), considerando o
espectro da mistura uma possivel soma das bandas caracteristicas das espécies individuais, e

desta forma indicando auséncia de interagdo entre 0s componentes.
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Figura 21. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, NZ e ARNZ.
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Figura 22. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, NG e ARNG.
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Ambos os excipientes, NZ e NG, apresentam comportamento térmico semelhante em
mistura com o IFA, uma vez que suas estruturas quimicas sao similares, com as seguintes
férmulas, C10H1203 para 0 NZ, e CgHgOs para 0 NG, e, além disso, tém a mesma fungdo em
formulacdes semissdlidas, que é a de conservantes antimicrobianos. Desta forma, mesmo com
indicativo de incompatibilidade por analise térmica, os espectros de IV ndo apresentam
indicios de interacdo quimica, devido sobreposicdo de bandas, logo ocorre apenas interacdo
fisica entre estes conservantes e 0 AR. E os achados no presente estudo corroboram com o
estudo de Lima e colaboradores (2014), no qual tanto 0 NZ quanto o NG em mistura fisica
(1:1) apresentaram 0 mesmo comportamento tanto térmico quanto no espectro de IV.

Estudos de interacdo realizados por Neto e colaboradores (2009) sobre a
compatibilidade dos excipientes metilparabeno (nipagin) e propilparabeno (nipazol) com
predinicarbato, que possui ponto de fusdo préximo ao do AR, também mostrou
comportamento térmico similar, com auséncia do pico de fusdo do farmaco em mistura
binaria com esses excipientes. J& nos estudos de Lira et al. (2007), avaliando a
compatibilidade entre lapachol e metilparabeno em mistura bindria foi visto um
comportamento térmico por DSC diferente do encontrado na MB ARNG em nosso estudo,
ocorrendo a formacdo de uma mistura eutética e aparecimento de um dnico pico deslocado a
temperatura inferior dos eventos endotérmicos do IFA e excipiente isolados.

Para a mistura fisica ARPGL, a curva de DSC (Figura 23 A) revela uma supressdo do
pico referente a fusdo do farmaco, como também ndo mantém o perfil do excipiente isolado.
Uma possibilidade de explicacdo seria a solubilizacdo do AR no PGL, ja que este excipiente
apresenta um evento endotérmico anterior ao do AR, e também se trata de um componente de
alta miscibilidade e viscosidade, o qual é rotineiramente usado para solubilizacdo do AR em
manipulagdo (ROWE, 2009; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). As bandas de
absorcdo no IV caracteristicas do AR se mantém, ndo sendo observada qualquer alteracdo do

tipo quimica na mistura (Tabela 13 e Figura 23 B).
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Figura 23. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, PGL e ARPGL.
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Para a mistura ARSIL, observa-se na curva de DSC (Figura 24 A) uma discreta
diminuicdo da temperatura do pico de fusdo do AR, porém uma brusca reducdo da entalpia de
fusdo para 7,42 J g (Tabela 12), o que pode ser explicado pelo mesmo motivo assinalado
para a mistura AREO, tratando-se de um processo fisico. No espectro do IV (Figura 24 B e
Tabela 13) evidenciam-se pequenos deslocamentos em algumas bandas caracteristicas do AR
gue podem ser atribuidos a sobreposicdo de bandas presentes na mesma regido de nimero de
onda para ambas as espécies.

Entre a maioria das misturas avaliadas se faz importante observar que existe uma
alteracdo no valor da entalpia de fusdo do farmaco quando associado aos excipientes (mistura
fisica), porem este valor equivale a praticamente a metade do valor de AH do farmaco isolado,
uma vez que se tratam de misturas fisicas na proporcdo 1:1, demonstrando que essa
diminuig&o da entalpia esta relacionada a uma menor quantidade do farmaco.

De acordo com Oliveira e colaboradores (2011) os eventos térmicos mais significativos

devem ocorrer nas mesmas faixas de temperatura para ndo serem considerados como
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incompatibilidade, o que ocorreu no presente estudo, com excecdo das misturas ARNZ,
ARNG e ARPGL, as quais apresentaram auséncia do pico de fusdo do fa&rmaco e ARMS, que

apresentou deslocamento na faixa de temperatura do evento de fusdo do AR.

Figura 24. Curva de DSC (A) e espectro de IV (B) de AR, SIL e ARSIL.
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Os resultados para analise por IV se encontram concordantes com a literatura, a qual diz
gue o desaparecimento de um pico de absorcéo ou reducdo da intensidade do pico combinado
com o aparecimento de novos picos fornecem uma clara evidéncia de interagdes entre
farmaco-excipiente (LILTORP et al., 2011), porém os achados encontrados estdo relacionados
a sobreposicdo de bandas com somatdrio dos picos de absorcao, caracteristicos das espécies

individuais, o que ndo confere interacdo quimica entre os componentes da formula.



CAPITULO IV

Conclusdo
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6. CONCLUSAO

O método CLAE-UV isocratico, desenvolvido e validado no presente trabalho atendeu
as normas preconizadas pela legislacdo vigente, RE n° 899/2003 para um metodo analitico, o
qual foi capaz de quantificar o 4acido retinoico em formulacdo creme, apontando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia como ferramenta de analise sensivel e apta para esse
tipo de estudo.

Avaliando-se a estabilidade da formulacdo frente ao estresse térmico, foi possivel
evidenciar o inicio do processo de degradacdo do AR de forma mais evidente em 70° C, e a
temperatura de 80 °C foi possivel observar alteracdo na cinética de reacdo para degradacéo do
farmaco, passando de uma cinética de ordem 0 em 70 °C para ordem 2, quando submeteu-se a
temperatura de 80 °C, denotando uma reacdo do tipo bimolecular.

A partir de estudos térmicos por DSC correlacionados a analise por FTIR foi possivel
inferir que a formulacdo apresenta consideravel compatibilidade entre seus componentes, uma
vez que ndo foi vista interacdo fisica entre estes componentes por analise calorimétrica, com
excecdo do componente metabissulfito de sédio que modificou a temperatura de fusdo do AR.
E seguida da avaliacdo por FTIR, observou-se quimicamente que ndo houve alteracdes
relevantes nos perfis espectrais das misturas em relacao ao farmaco e ao componente avaliado
em cada mistura isoladamente.

Portanto, a formulagéo foi considerada estavel quando submetida a temperatura de 60 e
70 ° C, independente da concentracdo do farmaco, corroborando para sua estabilidade a boa
compatibilidade entre 0s seus componentes.

O método analitico apresentado nesse trabalho contribuiu como uma alternativa pratica
e econdmica para o estudo da estabilidade do &cido retinoico, diminuindo a lacuna existente

na area de controle de qualidade de formulagcbes cosméticas.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho outros passos estdo sendo tomados,

como:

A elucidagdo o processo quimico que ocorre a 80 ° C, determinando qual outro
componente da formulacdo possa estar interagindo com o AR para gerar uma
cinética de reacdo de segunda ordem, j& que denota uma reacdo do tipo
bimolecular;

A realizacdo do estudo de estabilidade acelerada e de longa duracdo da
formulacédo, determinando o prazo de validade da formulagéo;

Assim como, avaliar a formulagdo quanto a estudos de permeacéo e retencdo in
vitro, uma vez que para formulacBes de uso topico deseja-se pequena

permeabilidade e grande retentividade.
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