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RESUMO

Desenvolvimento de métodos analiticos para o contro le de qualidade do
adapaleno matéria-prima e produto acabado
O adapaleno € um potente retinoide analogo a vitamina A introduzido no
mercado em 1995 para o tratamento topico da acne. E um derivado sintético do
acido naftoico, apresentando todos os beneficios terapéuticos da tretinoina,
porém com baixa irritacdo e melhor tolerabilidade. O adapaleno apresenta-se
atualmente sob a forma farmacéutica de creme e gel, além de estar disponivel
comercialmente para aquisicdo como matéria-prima para utilizacdo no setor
magistral. Levando-se em consideracdo que nao existem métodos analiticos
oficiais para identificacdo e determinacdo de seu teor, faz-se necessario o
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para assegurar a qualidade
do produto tanto na matéria-prima como em seu produto acabado. Deste modo,
0 objetivo deste trabalho foi a validacdo de métodos analiticos para o controle
qualitativo e quantitativo do adapaleno matéria-prima e forma farmacéutica gel.
A identificagdo e caracterizacdo da SQR e da matéria-prima foi realizada
através da determinacao do ponto de fusdo, calorimetria exploratéria diferencial
(DSC), métodos espectrofotométricos na regido do infravermelho (IV) e do
ultravioleta (UV), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), microscopia eletrbnica de varredura (MEV)
além da difracédo de raios-X. Para a determinagdo quantitativa foram validados
0os meétodos de volumetria em meio aquoso (VMA), espectrofotometria na
regido do UV ordem-zero e CLAE para matéria-prima e espectrofotometria na
regido do UV em primeira derivada (UV-D') e CLAE para o produto
farmacéutico. A analise estatistica demonstrou equivaléncia entre os métodos
VMA / UV / CLAE para a determinacdo do teor da matéria-prima e entre 0s
métodos CLAE / UV-D* para a determinacdo do adapaleno em sua forma

farmacéutica gel.

Palavras chave: adapaleno, validagdo de métodos analiticos, controle de
gualidade, CLAE, UV, UV-D.
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ABSTRACT

Development of analytical methods for quality contr ol of adapalene

substance and pharmaceutical form

Adapalene is a potent retinoid analog of vitamin A on the market since 1995
developed for the topical treatment of acne. It is a synthetic derivative of the
naphthoic acid, with the benefits of tretinoin therapy, but with low irritation and
better tolerability. The adapalene is presented as pharmaceutical cream and gel
it is also commercially available for purchase as bulk substance, for use in the
compounding pharmacies. Considering that no official analytical methods to
identify and quantify adapalene are available, the development and validation of
methods to ensure the quality of pharmaceutical formulations is necessary. The
objective of this work was the validation of these analytical methods to identify
and quantify adapalene as bulk substance and pharmaceutical gel form. The
identification and characterization of Chemical Reference Substance and the
bulk substance was performed by: melting point, differential scanning
calorimetry (DSC), infrared (IR) and ultraviolet (UV) spectrophotometric
methods, thin-layer chromatography (TLC), high performance liquid
chromatography (HPLC), scanning electron microscopy (SEM) and X-ray
diffraction. For the quantitative determination aqueous volumetric neutralization
(AVN), UV spectrophotometry (in the zero-order) and HPLC for the bulk
substance and UV spectrophotometry in the first derivative (UV-D*) and HPLC
for the pharmaceutical formulations were validated. Statistical analysis showed
equivalence between the methods AVN / UV / HPLC for determining the content
of the bulk substance and the methods of HPLC / UV-D* for the determination

of adapalene in pharmaceutical gel form.

Key words: adapalene, validation of analytical methods, quality control, HPLC,
UV, UV-D.
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1. Introducao

A acne é a enfermidade cutdnea mais comum na adolescéncia, atingindo
os individuos no periodo da puberdade e prolongando-se por um periodo
variavel na fase adulta (WANNMACHER, 2006). Ocorre em todas as racgas,
embora seja menos intensa em orientais e negros, manifestando-se mais
gravemente no sexo masculino em decorréncia da atuacdo dos andrégenos
(COSTA et al., 2008). Afeta em média 85% dos adolescentes de ambos os
sexos, persistindo na vida adulta em aproximadamente 12% das mulheres com
mais de 25 anos e em 3% da populacéo entre 35 e 44 anos (BERSHAD, 2001).

O diagnostico é definido, principalmente pela analise do quadro clinico,
caracterizado pelo polimorfismo, sendo classificada de acordo com o niumero e
tipo de lesbes (STEINER et al.,, 2003). A auséncia do tratamento adequado
pode levar a lesGes cicatriciais e desfiguracdes que podem causar Sérios
problemas fisicos e emocionais, ocasionando um impacto psicossocial
significativo na qualidade de vida dos portadores desta doengca (HASSUN,
2000; KAWASHIMA et al., 2008). Para prevenir essas marcas fisicas e
psicoldgicas, 0os pacientes com acne buscam acompanhamento médico, para
alivio dos sintomas clinicos, bem como tratamento tdpico, sistémico e
cosmético, dependendo da intensidade do quadro, adequado as sequelas
causadas pela doenca (THIELITZ et al., 2006).

O tratamento topico apresenta-se indicado para os casos de acne
comedoniana ou inflamatdria leve. Nas formas moderadas ou severas ha
indicacdo de associar-se tratamento sistémico (STEINER et al.,, 2003). Um
grande avanc¢o no controle da acne, principalmente nas formas inflamatorias,
foi, sem duvida, a antibioticoterapia, pela reducdo da colonizacdo do
Propionebacterium acnes (P. acnes) e da inflamacao local. Entretanto, devido a
elevada resisténcia aos antibidticos, terapias associadas constituem uma
importante opcao de tratamento (BERSHAD, 2001; THIBOUTOT, 2000).

A terapia hormonal em mulheres com acne associada a disturbios
hormonais deve ser cogitada, principalmente em casos de manifestacdes do
hiperandrogenismo (STEINER, 2002b). As formas graves da acne vulgar,

entretanto, representavam sério problema terapéutico.




1. Introducao

A introducdo da isotretinoina, a partir de 1982, representa a maior
conquista ja obtida no tratamento sistémico da acne. No entanto, a ocorréncia
de reacdes adversas tem restringido o uso do farmaco as formas de acne
nodulo-cisticas (SAMPAIO & PIMENTEL, 1985). Sdo descritos os efeitos
colaterais envolvendo a pele e as mucosas, 0s sistemas nervoso central,
musculo-esquelético, ocular, linfatico e hematopoiético, gastrintestinal,
cardiorrespiratorio e geniturinario, bem como o potencial de teratogenicidade. A
isotretinoina esta contraindicada em mulheres gravidas ou em idade fértil, se a
contracepgéo nao for plenamente assegurada (FURTADO & SANTOS, 1990).

Nos ultimos anos, um grande niumero de medicamentos de uso topico tem
sido desenvolvido para tratamento da acne (FDA, 2005). O acido retinoico, um
metabdlito da vitamina A €é um potente modulador da diferenciacdo e
proliferacdo celular. E efetivo no tratamento da acne, promovendo agdo anti-
inflamatéria comprovada; entretanto apresenta muitos efeitos colaterais
documentados (MICHEL et al., 1998).

Em 1995, foi lancada uma nova molécula derivada do acido naftoico, o
adapaleno, com propriedades biologicas similares as do &cido retinoico,
entretanto com melhor perfil fisico-quimico e tolerabilidade (CUNLIFFE, 1998;
RUHL et al., 2001). O adapaleno apresenta-se atualmente sob a forma
farmacéutica de creme e gel, além de estar disponivel comercialmente para

aquisicdo como matéria-prima para utilizagdo no setor magistral.

Levando-se em consideragdo que ndo existem métodos analiticos oficiais
(farmacopeicos) para identificacdo e determinacdo de seu teor, faz-se
necessario o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para
assegurar a qualidade do produto tanto na matéria-prima como em seu produto

acabado.
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2. Objetivos

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e validar, segundo normas do ICH (International Conference
on Harmonisation) (ICH, 2005) e RE 899 (BRASIL, 2003), métodos analiticos

para o controle qualitativo e quantitativo do adapaleno como matéria-prima e na

forma farmacéutica gel.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a substancia quimica de referéncia, através das

seguintes analises:

Testes de solubilidade em diferentes solventes;

Determinagdo do ponto ou faixa de fusdo por diferentes
métodos;

Determinacgdo de umidade por diferentes métodos;
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V);

Registro da forma cristalina por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e difracao de raio-X;

Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV);
Cromatografia em camada delgada (CCD);

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2. Desenvolver métodos para identificacdo do adapaleno matéria-prima

e forma farmacéutica gel através das seguintes analises qualitativas:

Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV);
Cromatografia em camada delgada (CCD);

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

3. Desenvolver e validar metodologia analitica quantitativa para o

adapaleno matéria-prima, através das seguintes analises:

Volumetria de neutralizacéo;
Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV);

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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4. Desenvolver e validar metodologia analitica quantitativa para
determinacdo do adapaleno na forma farmacéutica gel, através das
seguintes analises:

* Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV);

» Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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3. Revisédo Bibliografica

3.1 ACNE

3.1.1 Etiopatogenia

A acne é uma doenca inflamatéria crénica da unidade pilossebacea
(Figura 1), a qual € composta por uma glandula sebacea bem desenvolvida e
um pelo rudimentar (HASSUN, 2000).

Figura 1. Foliculo Pilossebaceo
(1) Pelo; (2) Superficie da pele, (3) Sebo, (4) Foliculo, (5) Glandula Sebacea
Fonte: (http://pt.wikipedia.org/wiki/GI%C3%A2ndula_seb%C3%Alcea, acesso em janeiro/2009)
Localiza-se comumente na face, peito, ombros e costas (FDA, 2005). Sua
etiologia ainda nao foi completamente esclarecida, mas sua caracterizagcao é

amplamente aceita como sendo multifatorial (ZOUBOULIS et al. 2005).

S&do quatro os principais fatores responsaveis por sua patogénese, todos
profundamente inter-relacionados (TALARICO FILHO & HASSUN, 2007):
* Producao de sebo pelas glandulas sebéaceas;
* Hiperqueratinizacao folicular;
» Colonizacéo bacteriana do foliculo;
* Liberagdo de mediadores da inflamagdo no foliculo e na derme
adjacente.

A hipersecrecdo sebacea ocorre pela acdo periférica dos andrégenos, o

que pode ser determinada por fatores genéticos e/ou constitucionais

11



3. Revisédo Bibliografica

(ALCHORNE & PIMENTEL, 2003). A influéncia dessa acao periférica pode ser
determinada pelo estimulo/ativacdo da glandula pelos horménios sexuais
androgenos e/ou aumento da disponibilidade de androgenos livres e/ou
diminuicdo da globulina carreadora dos horménios sexuais (SHBG) (BAGATIN
et al., 2008; THIBOUTOT, 2008; UDA & WANCZINSKI, 2008).

Os hormobnios sexuais andrégenos, cujo principal representante é a
testosterona, sdo produzidos pelos ovarios, suprarrenais e tecidos periféricos,
como a pele e em seus anexos (STEINER, 2002a). Na pele, a testosterona,
sob a acdo da enzima 5a-redutase-1, transforma-se em diidrotestosterona
(forma ativa) obtendo melhor ligagdo com o receptor androgénico da glandula
sebacea (PAWIN et al., 2004). Ha dois subtipos de 5a-redutase, a 5a-redutase-
1 e a 5a-redutase 2, sendo desigual a sua distribuicdo no organismo. O tipo 1
predomina nas glandulas sebaceas da face e a do tipo 2 é encontrado nas
glandulas sebaceas das zonas nao afetadas pela acne (UDA & WANCZINSKI,
2008).

A resposta do sebdcito (proliferacdo) ao estimulo pela testosterona e pela
diidrotestosterona difere dependendo de sua origem. Os sebdcitos localizados
na face multiplicam-se muito mais rapidamente do que os localizados em
outras partes do corpo. Sua proliferacdo € dose-dependente. Isto significa que
a sensibilidade das glandulas sebaceas aos horménios depende de sua
localizacdo (PAWIN et al., 2004).

O sebo é uma substancia continuamente secretada pelas glandulas
sebaceas para a superficie da pele, sendo possivelmente regulada por um tipo
de variacdo circadiana. Sua composicdo corresponde a uma mistura de
lipidios, principalmente, colesterol, esqualeno, cera, ésteres esteroides e
triglicerideos .Os &cidos graxos livres, hidrolisados a partir dos triglicerideos
presentes no sebo, acumulam-se no infundibulo glandular (regido entre o
epitélio do ducto sebaceo e o epitélio folicular), promovendo a irritacdo de seu
epitélio, o que levaria a hiperqueratinizacédo (estagio inicial da comedogénese)
e, por fim, a inflamacéo (COSTA et al., 2008).

12
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A hiperqueratinizacdo do foliculo ou comedogénese corresponde a
alteracdo no processo de descamacao que ocorre nos queratindcitos do ducto
folicular e € o fator central no desenvolvimento da acne (TALARICO FILHO &
HASSUN, 2007). Determina a formacéo de microcomeddes, que, por sua vez,
podem evoluir para comeddes que podem ser fechados (pontos brancos) ou
abertos (pontos pretos) (RUSSELL, 2000).

O papel de cada um dos lipidios que compdem o sebo ndo é totalmente
conhecido, mas ha evidéncias de que alteracbes na composicdo e/ou ha
quantidade de sua secrecéo colaborariam no desenvolvimento da doenga por
alterar tanto a queratinizagdo do ducto glandular quanto a proliferacéo
bacteriana por Propionebacterium acnes (P. acnes) (HASSUN, 2000).

Os trés principais micro-organismos isolados da superficie da pele e dos
ductos das glandulas sebéaceas de individuos com acne séo Propionebacterium
acnes (P. acnes), Staphylococcus epidermidis e Malassezia furfur, sendo o P.
acnes, 0 mais importante. Com o inicio da adolescéncia e com o surgimento da
seborreia, observa-se significante aumento na quantidade de P. acnes na pele
(HASSUN, 2000). O P. acnes € uma bactéria anaerdbia gram positiva que se
apresenta como sendo fator principal da conversado da ache comedogénica em
acne inflamatoria (STRAUSS et al., 2007). Secreta enzimas exocelulares como
lipases, fosfatases e hialuronidases (ALCHORNE & PIMENTEL, 2003). As
lipases produzidas pelo P. acnes tém a capacidade de hidrolisar os
triglicerideos, no ducto da glandula, levando a formacéo de acidos graxos livres
e glicerol (UDA & WANCZINSKI, 2008).

Além das enzimas, o P. acnes produz fatores quimiotaxicos para
neutrofilos e linfocitos, e, por meio de fragmentos de sua parede celular,
estimula o macrofago a produzir interleucinas e fator de necrose tumoral alfa,
cuja acao conjunta constitui interessante teoria para explicar a presenca de

células inflamatorias nas paredes dos foliculos sebaceos (HASSUN, 2000).

Embora ainda n&do sejam conhecidos todos os fatores envolvidos na
génese do processo inflamatério, acredita-se que o dano na derme resulte da
difusdo dos mediadores biologicamente ativos a partir do processo de ruptura
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do foliculo sebaceo (TALARICO FILHO & HASSUN, 2007). A Figura 2

apresenta o esquema proposto para patogénese da acne.

Producio
desebo
———>| Sebdcitos ——— | Proliferacdodo P. acnes

1 Produgiio de
andrégenos

Atragao de neutrofilos | Inflamagiio
e linfocitos

|

Produgao de

5 interleucinas pelos

) queratinocitos
foliculares

!

Hipercornificagio e
comedogénese

v
Formacao do

L mene®e |

Papulas, pistulas,
cistos e nodulos

Comedbes

Figura 2: Esquema proposto para patogénese da acnhe
Fonte: adaptado de LEYDEN, 2003.

Os anticorpos especificos contra o P. acnes, presentes nos
microcomeddes, interagem com as enzimas liberadas pelo micro-organismo,
liberando proteases hidroliticas que atuam no epitélio, fragilizando-o e levando
a saida de substancias irritantes para a derme adjacente, desencadeando o

processo inflamatorio local (COSTA et al., 2008).

3.1.2 Tipos de Acne

A acne pode ser classificada de acordo com o numero e tipo das lesdes,
definindo-se as formas clinicas ou graus de classificacdo. Existem dois tipos
principais de lesdes de acne: as inflamatérias e as néo inflamatorias. As néo
inflamatoérias (acne comedogénica) apresentam somente comeddes, que
podem ser abertos ou fechados, sem sinais inflamatorios (STEINER et al.,
2003). A Figura 3 apresenta os tipos de lesGes encontradas e a Tabela 1 a

classificacdo da acne.
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O comedao é um blogueio do ducto pilossebaceo por um tampéo de
queratina, causando assim uma imensa resposta de células inflamatdrias
neutrofilas. Os comedbes fechados (pontos brancos) ndo se apresentam
visiveis a olho nu, mas requerem atencdo especial no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas por representarem os precursores centrais das lesfes
qgue envolvem também as lesdes inflamatérias (FDA, 2005). Os comeddes
abertos (pontos pretos) se constituem por acumulo de cornedcitos, sebo e
colonizacdo bacteriana. A cor escura da lesé@o se deve a presenca de melanina
(STEINER et al., 2003).

As lesdes causadas pela acne inflamatoria formam as papulas e puastulas
gue em casos mais graves podem evoluir para nédulos inflamatorios e cistos,
dependendo da gravidade e da localizacdo da inflamacdo na derme. A forma
de apresentacdo mais incomum da acne (acne fulminante-grau 5) ocorre pela
associacdo de um quadro sistémico constituido por febre e mal estar geral
(MACHADO, 2005).

As papulas e pustulas séo circundadas por halos eritematosos,
caracterizando a lesdo inflamatéria. Os nodulos séo lesdes inflamatorias
semelhantes as pépulas em suas caracteristicas, porém sdo maiores e
tipicamente eritematosas e dolorosas (GEJER & ARRUDA, 2003). Muito
embora a maioria dos medicamentos para acne tenha ampla indicacdo para
acne, alguns produtos tém sido desenvolvidos objetivando exatamente um
destes tipos de lesdes (FDA, 2005; LAYTON, 2006).

H2EJEH BIJEW O00T @

A B C D E

Figura 3: Estagios de formacgéo da acne
(A) Foliculo normal; (B) Comedao aberto; (C) Comedao fechado; (D) Papula; (E) Pustula
Fonte: adaptado de RUSSELL, 2000.

15



3. Revisédo Bibliografica

Tabela 1: Classificacdo da acne quanto ao tipo de lesao.
Fonte : adaptada de ALCHORNE & PIMENTEL, 2003, BAGATIN et al., 2008; GEJER &
ARRUDA, 2003.

Tipo de lesdo Classificacédo Tipo de acne Caracteristicas

Presenca de comeddes abertos e/ou
N&o- Acne
) ) ) Grau 1 fechados, papulas sdo raras e
inflamatéria comedogénica i o

pustulas ocasionais

Presencas de comedbes com

Acne péapulo- )
Grau 2 (leve) predominio de papulas e pustulas em
pustulosa i y
ndmero variavel
Presenca de comeddes, papulas,
Acne nddulo- .
o Grau 3 (moderada) pustulas, nodulos e cistos
cistica ) o
inflamatérios

Inflamatoria
Presenca de comeddes, pépulas,

pustulas, nédulos e cistos purulentos
Acne conglobata  Grau 4 (grave) i i
em face, tronco e térax além de

cicatrizes queloideanas.

Acne conglobata com repercussdo
Acne fulminante Grau 5 sistémica, presenca de febre,

vasculite leucocitaria.

A acne androgénica € encontrada em mulheres, podendo associar-se a
seborreia, alopécia e hirsutismo. Resulta da producdo excessiva de
androgenos cuja causa mais comumente associada € a sindrome dos ovarios
policisticos (MACHADO, 2005). O tratamento com contraceptivos orais tem
sido utilizado com sucesso, por aumentar a quantidade da SHBG e
consequentemente diminuir a quantidade de hormdénios andrégenos circulantes
(BERSHAD, 2001; THIBOUTOT, 2000).

Muitos métodos existem para avaliar a gravidade da acne e a maioria
deles utiliza uma escala padronizada de avaliacdo global da gravidade da
doenca (Tabela 2) (FDA, 2005; LEHMANN et al., 2002). De acordo com a
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classificacdo, os dermatologistas podem estabelecer um diagndstico correto
além de determinar a terapia adequada ao tratamento da doenca, com alta
aceitabilidade e adesé&o dos pacientes (CUNLIFFE, 1998).

Tabela 2: Classificacdo da acne quanto a severidade.
Fonte: adaptado de LEHMANN et al., 2002.

SEVERIDADE DESCRICAO
LEVE < 20 comeddes, ou < 15 lesOes inflamatorias, ou total das lesdes contadas
< 30;
20-200 comeddes, ou 15-50 lesdes inflamatorias, ou total das lesdes
MODERADA
contadas 30-125;
< 5 nddulos inflamatérios, ou total da contagem de comeddes < 100, ou
GRAVE total das lesGes inflamatoérias contadas > 50, ou total das lesdes contadas

> 125;

A selecdo da terapia adequada para tratamento da acne depende da
avaliacdo da gravidade do quadro que pode variar de acordo com a quantidade
das lesdes, o tipo de lesdo (inflamatorias e néo-inflamatodrias) e o local
envolvido na lesao (FDA, 2005).

3.1.3 Tratamento

Um grande numero de opc¢des terapéuticas disponiveis, para tratamento
tanto topico quanto oral, dificulta a escolha da terapia adequada, todavia,
diretrizes e consensos vém sendo elaborados a fim de que o tratamento da

acne seja norteado por principios cientificos.

Os medicamentos mais utilizados para o tratamento da acne sao: 0s
retinoides, os antibidticos, o peroxido de benzoila, terapia hormonal
contraceptiva e antiandrogénica, &cido azelaico, &cido salicilico e derivados
(MACHADO, 2005). O tratamento tdpico, indicado para as formas leve e
moderada da doenca, esta dividido, basicamente, em agentes queratoliticos
(acéo sobre o comedao) e antibioticos (agédo sobre o P. acnes, principalmente)
(STEINER, 2007). A Figura 4 apresenta as indicacdes para terapia topica,

sistémica e combinada.
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Na terapia sistémica, retinoides como a isotretinoina (&cido 13-cis-
retinoico), isbmero sintético da tretinoina, sdo geralmente utilizados nos casos

de acne severa, em pacientes nao responsivos a outros tratamentos.

Tiposde Acne |

\L

] 1
Comedogénica |T Papulo-pustular Iil Conglobata |

P Combinacbes I <— Combinagbes F T
— . Ret. tépico + Ret. tépico + PBZO4 e
Retindide topten l PBZO | Tetrac. Sist. I Tetrac. Sist. | Botrctinomn
ou ou ou ou ou
Ret. topico + AZA+ Antiandrog-+ AZA +
ATB topico Tefrac. Sist. AZA. Tefrac. Sist.
ou ou ou
= P AZA+ Antiand. + PBZO+
Acido Saicilico l AT tépsico | =5 o

Figura 4: Indicac8es para terapia topica, sistémica e combinada

ATB= antibi6tico; AZA= &cido Azelaico; PBZO= Peréxido de Benzoila
Fonte: adaptado de GOLLNICK & SCHRAMM, 1998.

A administracdo de contraceptivos orais combinados de baixa dosagem é
aprovada pelo FDA para tratamento da acne. A associacdo de estrogeno e
progesterona é utilizada nos casos de hiperandrogenismo de leve a moderado
(STEINER, 2002b).

Antiandrégenos como a espironolactona também sao utilizados para
tratamento de mulheres com acne de inicio tardio na fase adulta. Possui
mecanismo de acdo multifatorial, principalmente por diminuir a acdo da 5a-
redutase e a producao de testosterona (STEINER, 2002a; THIBOUTOT, 2000).
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Os retinoides de uso tépico constituem, atualmente, o grupo mais potente
de agentes queratoliticos, pois aumentam o turnover das células epiteliais
foliculares, normalizando a queratinizacdo e acelerando o processo de
protusdo do comedao (GOLLNICK & SCHRAMM, 1998, STEINER et al., 2003).

A antibioticoterapia tépica é indicada nas formas leve a moderada. Atua
reduzindo a colonizagdo microbiana no foliculo pilossebaceo, com consequente
e indireta atividade anticomedogénica. Os antibidticos mais utilizados sao as
tetraciclinas, eritromicina e clindamicina. O principal efeito adverso apresentado

€ a inducdo a resisténcia bacteriana, o que pode levar a perda da eficacia
(TOYODA & MOROHASHI, 1998).

O acido azelaico é um acido dicarboxilico, indicado para tratamento topico
da acne comedogénica, papulo-pustulosa (leve) e nos casos de acne severa,
guando combinado ao tratamento sistémico com tetraciclina ou
antiandrégenos. Seu efeito antimicrobiano esta baseado na reducdo da
colonizagdo por P. acnes na pele e ducto pilossebaceo. Além disso, 0 acido
azelaico reduz a concentracdo de acidos graxos livres, normalizando a
hipercornificacdo do foliculo (GOLLNICK & SCHRAMM, 1998).

O peréxido de benzoila é um potente agente bactericida de uso tépico nas
concentracdes de 2,5 a 10% em géis, cremes e lo¢cdes. Nessas concentracdes
é efetivo na reducdo do P. acnes e &cido graxos livres oriundos da hidrélise do
sebo. Ha evidéncias de reducédo dos comeddes, além da melhora nas lesbes
inflamatérias (BERSHAD, 2001).

O acido salicilico apresenta propriedades queratoliticas, sendo
frequentemente utilizado em pacientes intolerantes ao uso topico de retinoides.
Auxilia no combate aos comeddes desobstruindo o foliculo e reduzindo a taxa
da descamacéo folicular. E usado em preparaces de 5% a 10% e pode ser
usado também como adjuvante em outras terapias. Causa eritemas e
descamacdo provocando exacerbacdo nas lesbes de acne inflamatéria
(LEYDEN, 2003). A Tabela 3 demonstra o espectro de acdo dos agentes de

uso topico.
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Tabela 3 : Espectro de acdo dos agentes de uso topico
Fonte: adaptado de GOLLNICK & SCHRAMM, 1998.

Queratolitica/

Anticomedogénica

Antimicrobiana

Anti-inflamatéria

Ac. Retinoico

Isotretinoina

Adapaleno

Acido Azelaico

Eritromicina

Clindamicina

Tetraciclina

Peré6xido de

Benzoila

Acido Salicilico

++

++

++

++

(+)

+++

(+)

(+)

(+)

++

++

++

++

(+)

(+)

(+)

+++ = Muito forte

++ = forte

+ = moderada

(+) =leve

- = nenhuma

3.1.4 Retinoides

Retinoide é o termo empregado para designar uma classe de compostos

cuja estrutura quimica consiste da unido de quatro grupos isoprenoides unidos.

O esqueleto dos retinoides naturais é constituido por um anel ndo aromatico de

seis atomos de carbono com uma cadeia lateral poliprenoide que é, com

poucas excecdes, terminada com um grupo funcional constituido de carbono e
oxigénio (DINIZ et al., 2002).

Os retinoides naturais e analogos sintéticos da vitamina A (retinol) fazem

parte de um grupo de vitaminas e hormoénios que possuem pronunciados
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efeitos sobre a pele, controlando a diferenciacdo e a proliferacdo celular
(CHARPENTIER et al., 1995; SHROOT, 1998). Apesar de serem considerados
vitaminas necessarias ao funcionamento do organismo os retinoides ndo sao
produzidos endogenamente, devendo ser adquiridos através da dieta, tanto
através de alimentos de origem animal, usualmente na forma de ésteres de
retinol, como por alimentos de origem vegetal (B-caroteno), sendo
posteriormente convertidos pelo intestino delgado em retinol (grupo funcional
alcool) (ZAENGLEIN, 2008).

Uma vez absorvido, o retinol pode ser transportado e armazenado no
figado, facilitando funcdes enzimaticas, ou convertido reversivelmente em
retinaldeido, o qual sera posteriormente metabolizado irreversivelmente nos
isbmeros de acido retinoico (ZAENGLEIN, 2008).

Na maioria dos tecidos, a forma biologicamente ativa do retinol é o acido
retinoico (AR) que apresenta dois estereoisdbmeros identificados, o acido all-
trans-retinoico (atRA) (tretinoina) e o acido 9-cis-retinoico (9cRA). Ambos
ligam-se a uma superfamilia de receptores intranucleares que atuam como
fatores de transcricao ligante-dependentes, sendo ativados pelos isbmeros e
metabdlitos do acido retinoico (FISHER et al., 1994).

Considerando a evolucédo de cada composto retinoide, surge em 1989 a
classificacao dos retinoides em trés grupos ou geracdes. A primeira geracao de
compostos compreende o retinol (vitamina A) e os compostos derivados de seu
metabolismo, como a tretinoina (acido all-trans-retinoico) e a isotretinoina
(acido 13-cis-retinoico) (GOLLNICK & SCHRAMM, 1998; ZAENGLEIN, 2008).

A segunda geracdo compreende os andélogos sintéticos da vitamina A
com uma parte da molécula modificada para produzir compostos que
apresentam somente parte do perfil farmacolégico da vitamina A. Os principais
representantes desta geracdo sdo o etretinato e seu metabdlito, a acitretina
(DINIZ et al., 2002).

Na terceira geracdo de compostos a molécula base da vitamina A é
modificada com a perspectiva de selecionar uma atividade biolégica especifica

da vitamina A, produzindo um farmaco com atividade bioldgica seletiva e com
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efeitos adversos minimos. Os retinoides da terceira geracdo sédo altamente
potentes e possuem dois anéis aromaticos que restringem a flexibilidade da
cadeia lateral. Os principais representantes desta geracao sao o tazaroteno e o
adapaleno (DINIZ et al., 2002).

3.1.5 Mecanismo de acdo dos retinoides

O mecanismo de acdo dos retinoides ocorre através da sua ligacdo com
receptores especificos, estrutural e farmacologicamente distintos, com
formacdo de pareamentos heterodiméricos: os receptores de acido retinoico
(RAR) e os receptores de retinoides X (RXR) (CHARPENTIER et al., 1995;
KANG & VOORHEES, 1998).

Estes receptores foram classificados em RARaq, B, y e RXRa, B, y com
base na diferenca entre os aminoacidos que compdem sua estrutura, resposta
frente aos diferentes retinoides e habilidade em modular a expresséo de genes
especificos (DINIZ et al., 2002; SHROOT et al., 1997). A Figura 5 representa o
mecanismo de acdo dos retinoides. A existéncia de varios tipos de receptores
significa que os efeitos farmacoldgicos dos diferentes retinoides variam com a
seletividade dos receptores (CHANDRARATNA, 1998).

A modulacdo destes genes resulta em respostas biologicas RARE e
RXRE (elementos de resposta do acido retinoico e elementos de resposta de
retinoides) que podem, além de produzir aumento nos efeitos farmacologicos,
desencadear uma série de reacdes adversas significativas (KANG &
VOORHEES, 1998; SHROOT, 1998; ZAENGLEIN, 2008).

Além das superfamilias de receptores nucleares RAR e RXR, o0s
retinoides também apresentam afinidade por outras proteinas como as
proteinas citosolicas ligantes de acido retinoico (CRABP) 1 e 2. Estas proteinas
agem como transportadoras de proteinas, bem como tampao no controle das
células em exposicao ao acido retinoico (SHROOT, 1998). O tipo predominante
de receptor RAR expresso na epiderme humana é o RAR- y, sugerindo que
este seja o principal mediador da acdo do acido retinoico sobre a pele
(CHANDRARATNA, 1998).
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Figura 5: Mecanismo de acao dos retinoides.

* RAR (receptores de acido retinoico); RXR (receptores de retinoides X); CRABP (proteinas
citosdlicas ligantes de &cido retinoico); RARE (elementos de resposta do &acido retinoico); atRA
(acido all-trans-retinoico); 9cRA (acido 9-cis-retinoico)

Fonte: adaptado de (http://www.cardiff.ac.uk/phrmy/staffinfo/CS/research_cyp26/Fig_1_RA.jpeg)

3.1.6 Acido retinoico (AR)

O acido retinoico ou tretinoina, é o principal representante da familia dos
retinoides, € util no manejo da acne inflamatéria e comedogénica, pois atua
reduzindo a obstrucéo do foliculo pilossebaceo e revertendo a hipercornificacéo
do canal folicular. Com isso, o microclima nos foliculos é alterado, prevenindo a

formacédo de um ambiente favoravel a P. acnes (THIELITZ et al., 2006).

Sua indicacao para uso topico inclui a acne comedogénica e a forma leve
da acne papulo-pustulosa, com multiplos comeddes. Possui forte atividade
anticomedogénica e comedolitica, atua modificando o processo anormal de
queratinizagdo na acne, entretanto apresenta uma pequena atividade anti-
inflamatoria e nenhuma atividade sebossupressora (GOLLNICK & SCHRAMM,
1998).

A tretinoina liga-se com afinidade semelhante aos trés tipos de receptores
RAR, apresentando baixa ou nenhuma afinidade por RXR. Apresenta também
afinidade pelas proteinas citosodlicas ligantes de acido retinoico (FISHER et al.,
1994, ZAENGLEIN, 2008).
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A presenca de duplas ligacdes conjugadas confere ao AR alta
instabilidade frente a fatores externos desencadeando uma série de reacdes
quimicas que levam a formacéao de produtos de degradacao (Figura 6). Quando
exposto a luz natural por 24 horas, o AR apresenta de 60 a 80 % de
degradacdo do seu teor. Agentes oxidantes como o peroxido de benzoila,
usado frequentemente por pacientes com acne, induz a degradacédo de
aproximadamente 80% no seu teor em apenas 4 horas de exposi¢cao e quase
100% em 24 horas (CZERNIELEWSKI et al., 2001).

O

\\\\OH

Figura 6: Estrutura quimica do &cido retinoico (AR).

A ndo-seletividade aos receptores, responsavel pela ativacdo de multiplas
respostas biolégicas e a formacdo dos produtos de degradacdo podem ser
provavelmente alguns dos fatores associados a incidéncia elevada de efeitos
adversos (CHANDRARATNA, 1998; CZERNIELEWSKI et al., 2001;
VERSCHOORE et al., 1997).

Os principais efeitos adversos ocasionados pelo AR sdo eritema,
descamacédo e ressecamento, podendo causar ainda um estreitamento do
estrato corneo o que levaria a um aumento da sensibilidade da pele frente a luz
(THIBOUTOT, 2000; WOLF, 2001). Os beneficios da tretinoina de uso tépico
tém sido, de alguma forma, limitados pela alta prevaléncia de irritacdo
resultante deste medicamento (CUNLIFFE, 1998).

O metabolismo e o catabolismo do AR provocam o rearranjo das partes
estruturais do esqueleto dos retinoides justificando a existéncia de varios

analogos com efeitos bioldgicos potencialmente diversos (DINIZ et al., 2002).
3.2 ADAPALENO

O adapaleno, também conhecido pela sigla CD271, é um potente retinoide

analogo da vitamina A introduzido no mercado em 1995. E um derivado
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sintético do acido naftoico, apresentando todos os beneficios terapéuticos da
tretinoina, porém com baixa irritacdo e melhor tolerabilidade. Produz menos
eritema, descamacdo e irritagdo apOs aplicagdo (CZERNIELEWSKI et al.,
2001; RUHL & NAU, 1997).

Foi desenvolvido para o tratamento topico da acne, mas, ao contrario do
gue acontece com 0S outros retinoides, € quimicamente estavel, com baixo
fluxo e perfil de distribuicdo diferenciado (SHROOT, 1998). Possui
propriedades anti-inflamatorias, afeta a diferenciacao celular e a queratinizacéo
(THIBOUTOT, 2000; WEISS & SHAVIN, 1998). E efetivo para o tratamento da
acne leve a moderada (USP DI, 2005).

Por se tratar de um medicamento retinoide, o adapaleno faz parte da
Portaria n° 344 (1998) que aprova o regulamento técnico sobre substancias e
medicamentos sujeitos a controle especial. Dessa forma, o adapaleno
enquadra-se na lista C2 (lista de substancias retinoicas). Os medicamentos de
uso topico contendo as substancias desta lista ficam sujeitos a venda sob

prescricdo meédica sem a retencéo de receita (BRASIL, 1998).

3.2.1 Descricéo e propriedades fisico-quimicas

O nome quimico do adapaleno é &cido 6- [3- (1-adamantil) - 4-metoxifenil]
2-naftoico. E um pé branco, solivel em tetraidrofurano, facilmente soltvel em
etanol e praticamente insoliuvel em agua (USP DI, 2005). O adapaleno

apresenta a seguinte formula estrutural (Figura 7):

Figura 7: Estrutura quimica do adapaleno.
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De acordo com dados obtidos no registro da patente europeia do produto,
o adapaleno apresenta duas formas polimoérficas: o estado amorfo e o estado

cristalino, denominado forma alfa (a) (EP, 2006).

A dupla ligacdo instavel presente na tretinoina foi substituida no
adapaleno por anéis aromaticos do acido naftoico, que conferem, dessa forma,
melhores condi¢cdes de estabilidade frente a exposicdo a luz e ao oxigénio
(IRBY et al., 2008; SHROOT et al., 1997).

Apresenta-se como uma substancia altamente lipofilica, que facilmente
penetra na unidade pilossebacea. Em decorréncia dessa natureza lipofilica, a
absorcdo sistémica é minima, ndo havendo indicios de teratogenicidade
(ZAENGLEIN, 2008). O grupamento adamantil, (ciclo ndo aromatico) que é
sabidamente um grupamento quimico rigido, reduz a solubilidade e aumenta o
ponto de fusdo de moléculas a ele ligadas (SHROOT, 1998). O Quadro 1

apresenta a descricao e as propriedades fisico-quimicas do adapaleno.

Quadro 1: Descricéo e propriedades fisico-quimicas do adapaleno.

Férmula molecular: CgH2503

Composi¢do elementar: C 81,52%, H 6,84%, O 11,64%
Massa molecular: 412,52

DCB n°.: 0027.01-3

Chemical Abstracts Service (CAS): 106685-40-9

Ponto de fuséo: 319-322 °C
pK: 4.2
logP: 8,11

*(BUDAVARI, 2001; PARFITT,1999; USP DI, 2005).

A presenca de fluorescéncia azul, inerente a sua estabilidade, é
visualizada em condi¢cdes especiais, e confere uma vantagem adicional a
molécula, facilitando a sua visualizacdo nas formulagcdes e na pele (TRICHARD
et al., 2008).
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3.2.2 Mecanismo de acédo

Em nivel molecular, o adapaleno tem afinidade por receptores com um
perfil diferente dos receptores de acido retinoico. Apresenta um perfil de
afinidade seletivo para os receptores de acido retinoico (RAR) B e vy, néo
apresentando nenhuma afinidade pelo RAR a nem pelas proteinas citosélicas
ligantes de &cido retinoico (CRABP’s), o que melhora a sua tolerabilidade
(SHROOQOT et al., 1997; USP DI, 2005).

Esse diferenciado mecanismo de acdo € uma propriedade importante,
pois os receptores (RAR) y sdo predominantemente encontrados nas células
epidérmicas e epiteliais, o que pode induzir a uma maior inibicdo da
diferenciacdo celular nos queratindcitos quando comparado a tretinoina. Esta
inibicdo é a principal resposta para seu efeito comedolitico (CUNLIFFE, 1998;
IRBY et al., 2008).

O adapaleno liga-se fortemente aos aminoacidos do sitio de ligacdo dos
receptores de acido retinoico (RAR) e dos receptores de retinoides X (RXR)
formando um complexo RAR-adapaleno-RXR. Este novo complexo formado
liga-se a sitios especificos do DNA modulando a transcrigdo. As modificacdes
determinadas pela tradugdo do DNA acabam por modificar a sintese de
proteinas, o que, em dUltima analise, leva a alteragcbes na proliferacdo e
diferenciacao celulares (CZERNIELEWSKI et al., 2001).

O adapaleno possui atividade anti-inflamatéria direcionada (BERSHAD,
2001). Seu mecanismo de acdo esta particularmente relacionado com uma
modulacdo imune nao especifica. Dessa forma, o adapaleno inibe o
metabolismo oxidativo do acido araquidonico, via lipoxigenase, a quimiotaxia
dos neutrdfilos polimorfos nucleares e a producéo de radicais livres (THIELITZ
et al., 2006).

3.2.3 Forma farmacéutica e apresentacdo

Adapaleno encontra-se disponivel nas seguintes formas farmacéuticas:

» Gel tépico e Creme 0,1 % (bisnagas plasticas de 30 g);
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3.2.4 Posologia

O adapaleno gel deve ser aplicado uma vez ao dia nas areas afetadas
antes de deitar (PARFITT, 1999). Uma pelicula fina do gel deve ser aplicada,
evitando olhos, labios e mucosas. Os resultados terapéuticos devem ser

observados ap0s oito a doze semanas do tratamento (GALDERMA, 2003).

3.2.5 Interacdes medicamentosas, precaucoes e reacoes adversas

Devido ao seu potencial para produzir irritacdo local em alguns pacientes,
0O Uuso concomitante de outros agentes tdépicos potencialmente irritantes
(medicamentos, agentes de limpeza ou cosméticos com efeito secativo), pode
produzir efeitos adicionais, agravando o quadro (GALDERMA, 2003; USP DI,
2005).

N&o ha relato de efeitos teratogénicos em estudos em animais. Muito
embora problemas relacionados com o uso topico de adapaleno e o periodo
gestacional ndo tenham sido relatados, recomenda-se a suspensao do uso
durante a gravidez. Estudos de mutagenicidade in vivo e in vitro concluiram
gue o adapaleno nédo apresenta potencial mutagénico nem genotoxico (USP DI,
2005).

As principais reacbes adversas apresentadas pelo adapaleno de uso
topico sdo: sensacao de queimacao e ardéncia, eritema, prurido, descamacao
e ressecamento da pele (THIBOUTOT, 2000; USP DI, 2005).

3.2.6 Farmacocinética

Possui baixa absorcédo através da pele (cerca de 0,01%) sendo que sua
excrecao ocorre principalmente pelo metabolismo biliar. Penetra rapidamente
na unidade pilossebacea, sendo encontrado em quantidades significativas na
epiderme e na derme (FRANCA & KOROLKOVAS, 2005; GALDERMA, 2003;
USP DI, 2005).
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3.2.7 Determinacdo do Adapaleno

A literatura cientifica apresenta alguns trabalhos utilizando cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) para determinacao simultanea do adapaleno e

seus metabodlitos em plasma e tecido, fluidos biolégicos e na forma

farmacéutica gel em presenca de perdxido de benzoila, com o objetivo de

monitoramento clinico e de quantificacdo (Tabela 4). Entretanto, métodos para

a determinacdo do adapaleno matéria-prima e nas formas farmacéuticas creme

e gel, isoladamente, ndo foram encontrados.

Tabela 4: Resumo de ensaios utilizados para a determinacdo do adapaleno por cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

Amostra Coluna Fase movel* Deteccao Autores
Adapaleno forma
farmacéutica gel 250x4 ACN:THF:H,0:ac. ]
. . Ultravioleta MARTIN et
em presenca de ODS-RP18 trifluoroacético
o 270 nm al., 1998
perdxido de (Merck) (43:36:21:0,02)
benzoila
Gradiente solvente A:
Adapaleno- Spherisorb  4gua deuterada, 320 nm RUHL et
glicuronideo ODS2A solvente B (ACN: &c. al., 2001
trifluoroacético 0,2%). HPLC-RMN
Gradiente solvente A:
(1:1, VIV, solucao o
Fluorescéncia,
_ aquosa com 0,5% de ) .
_ Spherisorb _ com emissao RUHL &
Plasma e tecido acetato de aménio: )
ODS2 437nm e excitagdo NAU, 1997

metanol-pH 4),

solvente B (1:1,

metanol: isopropanol).

320 nm

* ACN: acetonitrila, THF: tetraidrofurano
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4. Caracterizagdo da SQR e Analise Qualitativa

A utilizacdo de substancias quimicas de referéncia (SQR) visa a
assegurar a identidade e a qualidade da substancia ativa e do produto
acabado. Além disso, auxilia na exatidao e reprodutibilidade dos resultados
analiticos exigidos pelos compéndios oficiais e pelo controle de qualidade
farmacéutico (WHO, 1999).

Segundo o FDA (2000), existem duas categorias de SQR: as
compendiais, as quais sao obtidas de fontes oficiais e ndo necessitam de
caracterizacdo posterior e as ndo compendiais, que sdo aquelas com elevado
teor de pureza, mas que devem ser cuidadosamente caracterizadas para

garantir sua identidade, poténcia e pureza.

Os métodos qualitativos utilizados para estabelecer tanto a caracterizacao
da SQR quanto a identificacdo de produtos farmacéuticos sdo baseados nas
caracteristicas intrinsecas de cada farmaco e visam a assegurar a identidade e
a qualidade da substancia ativa e do produto acabado. Estes métodos,
geralmente, sdo mais faceis, menos onerosos e mais rapidos que os métodos

quantitativos.

Os métodos de identificacdo, de acordo com o FDA (2000) e a AOAC
(2002), sdo métodos de analise cuja resposta é a presenca ou auséncia do
analito detectado direta ou indiretamente em uma determinada quantidade da

amostra devido as suas propriedades fisicas e quimicas.

Tais métodos analiticos podem incluir analises elementares, estudos
cristalograficos de difracdo de raios-X, espectroscopia de massas,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), analises de grupos
funcionais, e espectrofotometria de infravermelho (IV) ou ultravioleta (UV),
assim como outros testes complementares necessarios para estabelecer a

completa identificacdo e caracterizagao da substancia (FDA, 2000).

Considerando que nao foram encontrados dados publicados sobre o
controle de qualidade do adapaleno, e por ser a SQR do farmaco em estudo
classificada como ndo compendial, neste trabalho além de caracterizacdo da

SQR, realizou-se a analise qualitativa através da identificacdo do adapaleno
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tanto na matéria-prima (amostra) quanto no produto acabado através dos
métodos descritos a seguir.

4.1. AMOSTRAS

4.1.1. Substancia quimica de referéncia (SOR)

Utilizou-se como SQR, matéria-prima proveniente da distribuidora de
insumos farmacéuticos Deg Importacdo de Produtos Quimicos LTDA. O teor de
adapaleno declarado (100,6%), lote (A50017001Z), validade (08/2010) e
origem (india) encontram-se especificados no certificado de andlise fornecido

pelo distribuidor.

4.1.2. Matéria-prima

A amostra de adapaleno denominada como ADAP-1 foi adquirida da
distribuidora de insumos farmacéuticos Gerbras Quimica Farmacéutica. O teor
declarado (99,82%), lote (060214ADAP), validade (02/2008) e origem (China)
encontram-se especificados no certificado de analise fornecido pelo

distribuidor.

4.1.3. Produto Farmacéutico

As amostras de produto farmacéutico, utilizadas em todos os testes
realizados, apresentam-se na forma farmacéutica gel (0,1%), com
apresentacao de 30 g acondicionadas em bisnaga plastica e foram adquiridas
de empresa distribuidora de medicamentos, identificadas pelo lote 7051054 e

com validade até dezembro de 2010.
Cada grama de forma farmacéutica gel contém:
» Adapaleno 1 mg e adjuvantes g.s.p. 1 g.

Os adjuvantes utilizados, indicados na bula do medicamento séao:
carbémero, propilenoglicol, poloxamero, edetato dissodico, metilparabeno,

fenoxietanol e hidréxido de sédio.
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4.2. CARACTERIZACAO DA SQR E ANALISE QUALITATIVA DA MATERIA-
PRIMA E FORMA FARMACEUTICA GEL

4.2.1. Determinacdo da solubilidade

42.1.1. Material e métodos

O ensaio foi realizado conforme descrito na F. Bras. IV (1988). O teste de
solubilidade foi conduzido a temperatura ambiente (25 + 1 °C). Foram
adicionadas quantidades crescentes dos solventes selecionados para 0 ensaio
e as duas amostras de adapaleno (SQR e ADAP-1), dispersas no solvente,
foram agitadas e, quando necessario, submetidas a banho ultrassénico até a

completa solubilizagéo.

Os solventes utilizados foram acetato de etila, acetonitrila, acido cloridrico
(0,1 M), &gua, cloroférmio, diclorometano, dimetilformamida, etanol, hidroxido

de sédio (0,1 M), isopropanol e metanol.
4.2.1.2. Resultados e discusséo

Muitas informacgOes sobre a natureza da amostra podem ser obtidas
mediante simples testes de solubilidade. A solubilidade dos compostos
organicos pode ser dividida em duas categorias principais: a solubilidade
decorrente de simples miscibilidade e a solubilidade resultante de uma reacéo

quimica.

De acordo com USP DI (2005) o adapaleno é um poé facilmente soltvel
em etanol e praticamente insolivel em agua. Os resultados encontrados
indicam que tanto a SQR como a amostra ADAP-1 sdo muito pouco soluveis
em etanol e insolUveis em agua, apresentando, portanto, em relacdo ao etanol,

solubilidade 1000 vezes menor que a indicada pela USP DI (2005).

Os resultados obtidos com o teste de solubilidade auxiliaram na escolha
do solvente utilizado para o desenvolvimento da metodologia analitica do
adapaleno matéria-prima e da forma farmacéutica gel. A escolha do solvente

deve levar em consideracdo além do custo, a sua toxicidade.
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Considerando a menor toxicidade do etanol em relagdo ao acetato de
etila, cloroférmio e metanol, optou-se pelo etanol como solvente utilizado para
desenvolvimento da metodologia analitica. O pH da solucdo final em etanol
apresentou-se levemente basico (aproximadamente 8). As caracteristicas de

solubilidade das duas amostras podem ser observadas no Quadro 2.

Quadro 2: Solubilidade do adapaleno SQR e ADAP-1 nos solventes testados.

Solvente Termo descritivo
Acetato de etila Muito pouco soluvel
Acetonitrila Praticamente Insoluvel
Acido cloridrico (0,1M) Praticamente InsolGvel
Agua Insolavel

Cloroférmio Muito pouco soluvel
Diclorometano Praticamente Insoluvel
Dimetilformamida Pouco soluvel

Etanol Muito pouco soluvel
Hidroxido de sadio (0,1M) | Praticamente InsolGvel
Isopropanol Praticamente InsolGvel
Metanol Muito pouco soluvel

Com relacéo a solubilidade apresentada pelas duas amostras analisadas
em etanol, observou-se uma maior facilidade de solubilizacdo da amostra
ADAP-1 em relacdo a SQR, necessitando de apenas um ciclo de banho
ultrassénico durante o teste de solubilidade. Com relagdo a SQR, foram
necessarios 2 ciclos de banho ultrassbnico para a completa limpidez da

solugéo.

A baixa solubilidade do farmaco associada a existéncia de polimorfismo
relatado por um dos registros da patente do produto, sugere uma investigacao
mais detalhada de outras propriedades fisico-quimicas do composto,
avaliando-se a relagéo entre as diferentes formas fisicas para o farmaco. Este
resultado pode ser explicado pela presenca de formacgbes cristalinas

diferenciadas nas duas amostras, fato que pode ser investigado por outras
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técnicas analiticas de caracterizacdo e identificacdo como os testes de
microscopia eletronica de varredura (MEV) e difragéo de raios-x realizados nos
itens 4.2.10 e 4.2.11.

4.2.2. Ponto de fusdo

4.2.2.1. Material e métodos

A faixa de fusdo do adapaleno SQR e ADAP-1 (previamente dessecado)
foi determinada através de dois equipamentos: equipamento automatico Mettler
Toledo (método do capilar) e equipamento segundo Koffler, através do método

do bloco metalico aquecido.

Os procedimentos foram realizados em triplicata para cada equipamento e
os resultados, além de comparados entre si, foram comparados com o0s
resultados obtidos pelo experimento de calorimetria exploratoria diferencial

(DSC), bem como, com os resultados fornecidos pelos laudos do distribuidor.

No equipamento automatico marca METTLER TOLEDO FP90 o ponto de
fusdo foi determinado através da insercdo das amostras de adapaleno em
tubos capilares com 1 mm de diametro e 6 cm de comprimento, introduzidos
verticalmente no equipamento. O valor do ponto de fusédo foi determinado
automaticamente pela variacdo da transmitancia gerada pela fusédo do sélido. O
equipamento foi previamente calibrado com uma substéancia, que acompanha o
equipamento, com ponto de fusdo proximo ao ponto de fusdo do adapaleno

obtido na literatura consultada.

No equipamento segundo Koffler da marca REICHERT, um bloco metalico
de elevada condutividade térmica, resistente e de superficie plana e polida, foi
uniformemente aquecido. As amostras, SQR e ADAP-1, previamente
dessecadas, foram dispostas, isoladamente, entre laminas de vidro sobre o
bloco aquecido. A temperatura foi regulada atraveés do reostato e a observacéo
da faixa de fuséo foi realizada através do microscopio acoplado ao bloco
metalico aquecido. Para a calibracao foi utilizada a mesma substancia utilizada

para calibracdo do equipamento automatico.
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4.2.2.2. Resultados e discussao

Os valores obtidos em trés determinacdes do ponto de fusdo das duas

amostras em analise sdo apresentados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5: Valores obtidos para o ponto de fusdo da SQR.

Equipamento 1 2 3
Koffler (Reichert) 320-321°C 321-322°C 321-322°C
Mettler Toledo FP 90 321,5°C 322,1°C 322,5°C

Tabela 6: Valores obtidos para o ponto de fusdo de ADAP-1.

Equipamento 1 2 3
Koffler (Reichert) 320-322°C 321-322°C 321-322°C
Mettler Toledo FP 90 321,4°C 321,9°C 322,3°C

Na caracterizagdo de uma substancia organica a determinagdo das
constantes fisicas tal como o ponto de fuséo é primordial, pois ndo s6 fornece
informacdes Uteis para a identificacdo da amostra como pode ser fundamental

na deducao de sua pureza.

Os valores de ponto de fusdo obtidos a partir da analise com o
equipamento de bloco metélico aquecido (Koffler) e pelo método automatico,
apresentam-se praticamente equivalentes aos valores descritos na literatura
(319-322°C) (BUDAVARI, 2001), e com os dados fornecidos pelo laudo do
distribuidor da SQR (321°C).

Um composto organico cristalino puro tem, geralmente, um ponto de fuséao
bem definido, isto €, a diferenca entre a temperatura na qual ocorre o inicio da
fusdo dos cristais e a temperatura na qual a amostra se torna completamente
liquida, ndo excede de 0,5 a 1°C. A presenca de impurezas pode ocasionar um
alargamento nesta caracteristica gerando a substituicdo de um ponto de fusao
definido por uma faixa de fusdo, que sera tanto maior quanto mais impurezas

as substancias contiverem (VOGEL, 1989).
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A determinacdo do ponto de fusdo baseada na técnica de microscopia
(Koffler) requer pouca quantidade de amostra em comparacdo com o método
por capilar além de incluir a possibilidade de observacéo de toda a mudanca no
comportamento dos cristais durante a fusdo. Entretanto, o resultado depende
da capacidade de visualizacdo e discernimento entre o inicio e o término da

fusdo, bem como do tamanho dos cristais.

Levando-se em consideracdo que os resultados obtidos sdo praticamente
equivalentes aos valores consultados e que, em média, diferencas superiores a
1°C entre as determina¢des nas duas técnicas ndo foram observadas, e sendo
a determinacdo do ponto de fusdo um teste auxiliar indicativo da pureza do
farmaco, seus resultados serdo associados, paralelamente, a outras técnicas
analiticas de caracterizacao e identificagéo.

4.2.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

4.2.3.1.Material e métodos

O experimento de calorimetria exploratoria diferencial foi realizado na
central analitica do Instituto de Quimica (UFRGS). O equipamento utilizado foi
um calorimetro diferencial de varredura da marca TA Instruments modelo DSC
2910, em capsulas de aluminio fechadas, contendo 1 mg de adapaleno (SQR e
ADAP-1). O equipamento foi acoplado a um controlador de fluxo sob atmosfera
de gas inerte. Os parametros experimentais utilizados estdo apresentados no
Quadro 3.

Quadro 3: Especificacdo dos pardmetros experimentais utilizados na
calorimetria exploratéria diferencial.

Parametro Especificacéo
Gas de arraste Nitrogénio
Faixa de aquecimento 200- 350 °C
Vazao do gas de arraste 50 mL/min
Velocidade de aquecimento 10 °C/min
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4.2.3.2. Resultados e discussao

A calorimetria exploratdria diferencial (DSC - differential scanning
calorimetry) € uma técnica de analise térmica atualmente empregada em
pesquisa e controle de qualidade de produtos farmacéuticos para a
caracterizacdo de substancias, excipientes, formas farmacéuticas e para o
controle em processo, fornecendo informagdes detalhadas sobre as

propriedades fisicas e energéticas de uma substancia (THOMPSON, 2000).

Esta técnica permite determinar a temperatura de fusdo e de
decomposicdo, além de fornecer dados sobre a estabilidade térmica de
compostos, determinacdo do grau de cristalinidade e avaliacdo da presenca de
polimorfos e de impurezas (CLAS et al., 1999; IKEDA et al., 2005; USP 31,
2008).

O ensaio de DSC foi realizado a fim de verificar 0 comportamento térmico
da SQR e de ADAP-1, bem como avaliar a presenca de polimorfismo nas
amostras em analise. As Figuras 8 e 9 ilustram as curvas de DSC da SQR e de
ADAP-1. A fusdo do farmaco € observada através dos picos endotérmicos
apresentados nos termogramas. Os eventos térmicos sdo apresentados na
Tabela 7.

Esta técnica envolve o aquecimento e arrefecimento de uma amostra e
de uma substancia de referéncia a mesma velocidade. A variagcdo de
temperatura entre a amostra e a substancia de referéncia (variagdo entalpica)
se dad em funcdo da sua natureza e da temperatura em que se encontra o
ambiente de aguecimento enquanto ambas sdo submetidas a um mesmo

programa, rigorosamente controlado.

A endoterma de fuséo pode ser observada inicialmente pela temperatura
do inicio da fusédo (onset), temperatura onde a transicdo comeca se afastar da
linha de base. Geralmente, o ponto de fusédo é definido como a temperatura de
onset, embora alguns autores descrevam como sendo a temperatura maxima

(final da fuséo).
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Figura 8: Termograma do adapaleno SQR.
Condicdes termoanaliticas: equipamento TA Instruments modelo DSC 2910 acoplado a um

controlador de fluxo sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. Velocidade
de aquecimento de 10 °C/min.
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Figura 9: Termograma de ADAP-1.

Condicdes termoanaliticas: equipamento TA Instruments modelo DSC 2910 acoplado a um
controlador de fluxo sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min. Velocidade de
aquecimento de 10 °C/min.
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A interpretacdo dos dados contidos nesta curva leva a identificacédo de di-
ferentes regides. Assim, o segmento apresentado no termograma, ilustra um
pico endotérmico representando absor¢cdo de energia. Neste caso, em parti-

cular, representa a temperatura de fusdo do material.

Tabela 7: Dados obtidos por DSC para o0 adapaleno SQR e ADAP-1.

SQR ADAP-1
Peak (T) * 326,21 327,06
Onset (T) * 321,49 321,46
Heat (J/g) * 104,2 114,3

1 — Fim da fusao, 2 — Inicio da fusado, 3 — Valor de entalpia (AH).

Nos termogramas apresentados, observou-se somente um evento
endotérmico referente a fusdo da matéria-prima iniciando-se aproximadamente
em 321 °C. Os valores de Tonset foram muito proximos tanto para SQR quanto
para ADAP-1, sugerindo tratar-se de estruturas cristalinas semelhantes para

ambas.

Os resultados obtidos por DSC serdo combinados a outras técnicas
complementares que permitam avaliar 0 seu comportamento cristalografico
auxiliando na elucidacéo dos aspectos apontados por meio da analise térmica.
Através de técnicas termoanaliticas como a calorimetria exploratéria diferencial
é possivel obter informacdes importantes a respeito de caracteristicas relativas
as distintas fases polimorficas nos farmacos (GIRON, 1995).

4.2.4. Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V)

4.2.4.1. Material e métodos

O espectro de absorgéo na regiao do infravermelho foi obtido utilizando-se
pastilhas de brometo de potassio. Para a preparacao das pastilhas, misturou-se
1,5 mg de adapaleno (SQR e ADAP-1), respectivamente, com 150 mg de
brometo de potassio, previamente dessecado a 105 °C. As pastilhas foram

analisadas em espectrofotdometro PerkinElmer modelo Spectrum BX.
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4.2.4.2. Resultados e discussao

A espectrofotometria na regido do infravermelho (IV) € um método
analitico de identificacdo que fornece resultados rapidos e satisfatorios,
possibilitando a realizacéo de analises ndo destrutivas, com a obtencdo de uma
grande quantidade de dados. A andlise espectrofotométrica da SQR na regido
do infravermelho, bem como a sobreposi¢édo do espectro de ADAP-1 obtido

com o espectro da SQR estao ilustrados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10: Espectro de absorcéo na regido do IV para o adapaleno SQR em KBr
(4000 a 400 cm™).
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Figura 11: Espectro de absor¢éo da sobreposicdo SQR e ADAP-1 na regido do IV em KBr
(4000 a 400 cm™).

** Espectro deslocado para facilitar visualizacdo da sobreposicao.
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O espectro de ADAP-1, analisado individualmente, bem como suas
principais bandas de absor¢ao encontram-se na Figura 43 em ANEXO.

As bandas de absorcdo caracteristicas do farmaco, e as possiveis
atribuicbes, de acordo com a bibliografia consultada (NAKANISHI e
SOLOMON, 1977; PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et al., 1994), encontram-
se na Tabela 8.

Tabela 8: Frequéncias de absorcéo das principais bandas no infravermelho e suas respectivas
atribuicbes para SQR e ADAP-1.

Frequéncia (cm™) Atribuices **

3448 Deformacéo axial O-H

2903 Deformacéo axial C-H de alcano

2850 Ar-O-CH; (metoxila ligada a aromatico)

1690 Deformacao axial C=0 da carbonila de ac. Carboxilico
1630 01602 Deformacéao axial C=C de aromatico

1477 Deformacao angular de -(CHy)n-

1425 Deformacao angular simétrica de (CH,) adjacente a carbonila
1300 01180 Acoplamento de deformacéo angular de O-H e a axial de C-O
1142 01027 Deformacéao axial de C-O-

806: 883 Deformacdes angulares de atomos adjacentes ao anel aromatico
(aromatico trissubstituido -1, 2,4)
77210678 Deformacao angular -CH- do anel aroméatico

* PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et al., 1994; NAKANISHI e SOLOMON, 1977.

As analises espectrofotométricas na regidao do infravermelho juntamente
com os demais métodos realizados auxiliaram na identificacdo da substancia

quimica utilizada como referéncia.

A correlacdo pico a pico constitui boa prova de identidade, visto ser muito
pouco provavel que dois compostos diferentes tenham o mesmo espectro no
infravermelho. Baseados na similaridade e na correlacdo entre a estrutura da
molécula e seu espectro, a identificacdo de uma substancia torna-se mais
simples quando se compara 0 espectro da amostra em analise com o da

substancia de referéncia.
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Através da analise comparativa entre os espectros obtidos neste trabalho
(SQR e ADAP-1), observa-se que as amostras apresentam similaridade entre
as principais bandas de absorcdo caracteristicas do farmaco. Os resultados
apresentados confirmam ser possivel a utilizacdo da espectroscopia no
infravermelho como ferramenta analitica rapida e satisfatéria na identificagdo

deste farmaco.

O espectro da amostra ADAP-1 confirmou as informacdes fornecidas pela
analise de DSC, demonstrando nao haver diferenca na estrutura cristalina das
duas amostras analisadas. Dessa forma, ndo foram observados, nas duas
amostras analisadas, estruturas polimorficas diferentes, uma vez que estes
apresentam diferentes arranjos moleculares que podem causar diferencas nos
espectros de IV (ALDRIDGE, et al., 1996).

4.2.5. Espectrofotometria na reqidao do ultravioleta (UV)

4.2.5.1. Material e métodos

A identificacdo do adapaleno, SQR, ADAP-1, através da
espectrofotometria na regido do UV foi realizada com o preparo das solucdes
em etanol na concentracao de 12 pg/mL para obtencao dos espectros UV entre
400 e 200 nm. O solvente utilizado (etanol) foi selecionado a partir dos ensaios

preliminares de solubilidade.

Os espectros de UV foram obtidos em espectrofotdmetro SHIMADZU UV-
1601PC, em cubetas de quartzo com 1 cm de percurso Optico, utilizando-se
etanol como branco. A aquisicdo e a andlise dos dados foram realizadas

através do programa UVPC 39.
4.2.5.2. Resultados e discussao

A Figura 12 ilustra o espectro obtido com a solucédo de adapaleno SQR
(12 pg/mL) em etanol na regido do ultravioleta. No espectro de absorcdo
molecular do adapaleno SQR apresentado, observam-se trés maximos de
absorcdo em 231 nm, 270 nm e 310 nm, que podem ser atribuidos as

transicOes eletrbnicas 1 — m* aromaticas presentes na molécula do farmaco.
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Apesar de ser considerado um método pouco especifico de
identificacdo, a espectrofotometria no UV permite, por exemplo, identificar
substancias com base no seu espectro e nas suas caracteristicas espectrais
através da comparacao do espectro obtido da amostra com espectros obtidos a
partir da SQR.
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Figura 12: Espectros de absorcéo na regido do UV referente a solucao de adapaleno SQR em
etanol (12 pg/mL).

A Figura 13 ilustra o espectro obtido a partir da sobreposicdo das
amostras de adapaleno SQR e ADAP-1 (12 pg/mL) em etanol na regido do

ultravioleta.

Os espectros obtidos para analise do adapaleno SQR e amostra ADAP-1
por espectrofotometria na regido do UV apresentam o mesmo perfil, apontando

a mesma identidade para ambas as solugdes.
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Figura 13: Espectros de absorgdo na regido do UV referente a solugéo de adapaleno SQR e
ADAP-1 em etanol (12 pg/mL).
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4.2.6. Espectrofotometria derivada na regido do ultravioleta (UV-D)

4.2.6.1. Material e métodos

Para a identificacdo do adapaleno na forma farmacéutica gel foram
preparadas solucdes da SQR e do gel em etanol na concentracédo de 12 pg/mL

para obtencéo dos espectros de UV-D.

Os espectros de UV-D foram obtidos em espectrofotometro SHIMADZU
UV-1601PC, utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de percurso optico. As
leituras foram realizadas entre 200 e 400 nm. A identificacdo do adapaleno na
forma farmacéutica gel foi realizada utilizando derivada de primeira ordem,
delta lambda (4) e fator de escala (FE) 20. Os parametros selecionados para
analise qualitativa do farmaco presente no gel foram selecionados a partir dos
estudos preliminares com as solu¢des da SQR, da forma farmacéutica gel e
dos adjuvantes isoladamente e estao apresentados em Resultados e discussao
no item 5.3.1.2.1 (Aspectos instrumentais e definicdo dos principais parametros
da UV-D).

A aquisicao e a analise dos dados foram realizadas através do programa
UVPC 39 que permite a escolha da ordem da derivada, o valor do fator de

escala e a variacao do delta lambda (AA).
4.2.6.2. Resultados e discusséo

A Figura 14 ilustra os espectros obtidos com as solugdes de adapaleno
SQR e gel (12 pg/mL) em etanol na regido do UV (ordem zero) e mostra,
claramente, a interferéncia na absorvancia devido aos excipientes da

formulagéo.

Um dos problemas da espectrofotometria na regido do ultravioleta esta
relacionado com a sobreposicédo das bandas espectrais de transicao eletrénica,
impossibilitando a determinacéo e identificacdo de farmacos quando ocorrem
misturas de componentes, nas presenca dos adjuvantes da formulacéo,
produtos de degradacéao, etc. (PASCOAL et al., 2003).
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Figura 14: Espectros de absorgdo na regido do UV (ordem zero) referentes as solugfes de
adapaleno SQR e gel em etanol (12 pg/mL).

A Figura 15 apresenta os espectros na regido do UV-D! para as solucdes
de adapaleno SQR e gel (12 pg/mL) em etanol. Os espectros obtidos para
andlise do adapaleno SQR e FF gel por espectrofotometria na regido do UV-D*
apresentam o mesmo perfil e intensidade de absor¢do no intervalo de
comprimento de onda de interesse, apontando a mesma identidade para

ambas as solucdes.
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Figura 15: Espectros de absorcio na regido do UV-D* referentes as solucdes de adapaleno
SQR e gel em etanol (12 pg/mL).

Na espectrofotometria derivada os espectros sao obtidos colocando-se o
grafico em ordens derivadas de absorvancia ou transmitancia em funcdo do
comprimento de onda. Esses graficos podem revelar detalhes espectrais que
nao sao observados em um espectro normal (SKOOG et al., 2002). Deste

modo, pode-se individualizar melhor os constituintes e até eliminar a
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interferéncia de um componente sobre o outro, identificando e medindo a

concentracdo de um componente enquanto héa absor¢éo de outro.

4.2.7. Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.7.1. Material e métodos

A caracterizacdo do adapaleno, SQR, ADAP-1 e produto acabado, foi
determinada através de seus respectivos tempos de retencdo. As analises por
CLAE utilizaram cromatégrafo a liquido SHIMADZU® LC-10ADVP, equipado
com detector SPD-M10AVP de arranjo de fotodiodos (DAD), desgaseificador
DGU-14A, central de controle SCL-10AVP e injetor manual RHEODYNE®. A
aquisicdo e a andlise dos dados foram realizadas através do aplicativo CLASS-
VP. Os parametros experimentais utilizados estdo apresentados no Quadro 4.

Quadro 4: Condi¢des cromatograficas utilizadas para caracterizagdo da SQR, ADAP-1 e forma
farmacéutica gel por CLAE.

Paréametro Especificacédo

Coluna C8 fase reversa LiChrocart®/LiChrospher®, Merck®
Fase moével Acetonitrila: agua (67:33, V/V) * pH =2,5 (H3POy)
Dimens®es da coluna 125 x 4.6 mm

Diametro de particula 5um

Fluxo da fase mével 1,4 mL min *

Volume de injecao 20 uL

Deteccéo Ultravioleta, A = 321 nm

*pH ajustado com &cido fosférico 20% V/V

4.2.7.2. Resultados e discussao

A Figura 16 apresenta o cromatograma da solucéo de adapaleno SQR. A
analise do espectro de absorcao molecular, obtido pela analise da pureza do
pico, através do detector com arranjo de fotodiodos (DAD), do pico principal,

com tempo de retencdo de aproximadamente 6,8 minutos, revelou um
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percentual de 99,99% de pureza, demonstrando ndo haver a presenca de

impurezas.
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Figura 16: Cromatograma (1) obtido com a solucédo de adapaleno SQR, na concentracdo de
12 pg/mL. Espectro (2) da solucdo de adapaleno SQR, na concentracdo de 12 pg/mL, obtido
por DAD.

*Condi¢cdes cromatograficas: coluna C8 fase reversa LiChrocart®/LiChrospher®, Merck®
(125 mm x 4,6 mm, 5 um); fase moével: acetonitrila / agua pH 2,5 ajustado com acido fosférico
(67:33) (V:V); temperatura de analise 20-25 C, vazéo: 1,4 mL/ min; volume injetado: 20 L.

A Figura 17 apresenta os cromatogramas das solucbes de adapaleno
amostra ADAP-1 e produto acabado (gel), respectivamente. O tempo de
retencdo do pico principal do cromatograma das solucbes testadas,
correspondeu ao do pico principal da solucdo de referéncia (adapaleno SQR),
de aproximadamente 6,8 minutos, quando submetidas as mesmas condi¢cdes

cromatograficas.

Os cromatogramas revelaram igualmente um percentual de 99,99% de

pureza, demonstrando ndo haver a presencga de impurezas.
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Figura 17: Cromatogramas das solu¢Bes de adapaleno amostra ADAP-1 (A) e gel (B) em
etanol (12 pg/mL).

*Condicdes cromatograficas: coluna C8 fase reversa LiChrocart®/LiChrospher®, Merck®

(125 mm x 4,6 mm, 5 um); fase movel: acetonitrila / 4gua pH 2,5 ajustado com acido fosférico
(67:33) (VIV); temperatura de andlise 20-25 C, vaz ao: 1,4 mL/ min; volume injetado: 20 pL.

4.2.8. Cromatografia em camada delgada (CCD)

4.2.8.1. Material e métodos

O sistema eluente empregado para o desenvolvimento do método de
identificacdo do adapaleno por CCD € composto por mistura de hexano:
acetato de etila (7:3 V/V). As solugbes de adapaleno, (SQR, ADAP-1 e forma
farmacéutica gel), bem como a de tretinoina (padrdo comparativo) e a amostra
simulada de adjuvantes, foram preparadas na concentragao final de 100 ug/mL,

utilizando-se etanol como solvente e foram aplicadas na fase estacionaria.

Os cromatogramas foram desenvolvidos em um sistema estacionario

composto de cromatofolhas plasticas recobertas com gel de silica 60 F254
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(MERCK") com 9 cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm de camada

adsorvente.

A aplicacdo foi realizada a distancia de 1 cm da borda inferior da
cromatoplaca, utilizando-se capilares calibrados. Apos a aplicacéo de 6 uL da
solucdo, as placas cromatogréaficas foram dispostas em cubas previamente
saturadas com o eluente escolhido e a migracdo estendeu-se até 7 cm (dew)

apos o ponto de aplicacao.

Ap0s a evaporacdo do solvente, manchas de coloracdo azul
fluorescentes, compativeis com as caracteristicas de fluorescéncia
apresentadas pelo farmaco, foram visualizadas com o auxilio de lampada
ultravioleta a 254 nm, determinando-se 0s respectivos valores dos fatores de
retencdo (Rf) para SQR, ADAP-1, FF, bem como para o seu padréo

comparativo, tretinoina (tret).

A analise foi realizada em triplicata a fim de verificar a repetibilidade dos
resultados obtidos. Foram calculados, para cada amostra, o valor do fator de
retencd@o (Rfa), através da seguinte equacgdo, onde da € a distancia percorrida

pela amostra e dgy € a distancia percorrida pela fase mével.

RfA = dA

drwm

Foi calculado também o fator de retencao relativo (Rx) entre o farmaco e
seu padrdo comparativo (tretinoina), através da seguinte equagéo, onde Rfagap
é o fator de retencéo do adapaleno e Rfye € 0 fator de retencéo da tretinoina
(TOCHSTONE & DOBBINS, 1983).

RX = Rfadap
thret
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4.2.8.2. Resultados e discussao

A cromatografia em camada delgada consiste na separacdo dos
componentes de uma mistura, através de sua migracao diferencial entre duas
fases uma fixa (fase estacionaria) e outra movel (fase movel). Mostra-se
extremamente util para o isolamento, purificacdo e identificacdo de
componentes de uma mistura. O processo de separacdo fundamenta-se

principalmente no fen6meno de adsorgéo (COLLINS et al., 1990).

A natureza e a composi¢cao quimica da fase movel € determinada pelo tipo
de substancia a ser separada. Uma vez que, a fase estacionaria mais utilizada
€ extremamente polar (silica), os melhores resultados serdo obtidos com
misturas de solventes, de modo a se obter uma polaridade média em relacéao a
polaridade dos componentes do analito (TOCHSTONE & DOBBINS, 1983).

A andlise qualitativa baseia-se na coloragcdo azul fluorescente
apresentada pelo adapaleno e na comparagédo dos valores do Rf da amostra
com o do padrdo, visto que, sob as mesmas condicdes cromatograficas,
substancias de mesma composi¢ao percorrerdao distancias fixas em relacéo as

distancias percorridas pelo solvente.

O perfil cromatografico do adapaleno SQR, amostra ADAP-1 e forma
farmacéutica gel, esta apresentado na Figura 18 de acordo com as condi¢cbes
especificadas. A semelhanca das manchas e dos valores do Rf obtidos para o
farmaco (Rfsor = Rfapap-1 = Rfer = 0,29) comprovam a seletividade do método
para identificacdo do adapaleno, visto que, além de reprodutibilidade (n=3),
houve significativa diferenca em relacdo aos valores de Rf de seu padréo
comparativo (Rfy=0,57). Da mesma forma comprovou-se também boa
diferenciacdo do Rf do farmaco em relacdo ao Rf de seu padrdao comparativo

(tretinoina), através dos resultados de seu fator de retencéo relativo (Rx= 0,51).

Observou-se que a revelagdo sob lampada UV (254 nm), mostrou-se
eficiente, visto que a fluorescéncia azul (caracteristica do farmaco) pode ser
comprovada além de auxiliar na sua identificacdo. O método proposto

demonstrou repetibilidade nas trés andlises realizadas.
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Apéds a andlise da placa contendo a forma farmacéutica, foi realizado um
screening dos adjuvantes, para atribuicdo das duas manchas que eluiram

proximas ao farmaco presente no gel.

Figura 18: CCD: (SQR) adapaleno SQR, (Am) amostra ADAP-1, (Tret) tretinoina padréo
comparativo, (F.F) forma farmacéutica gel, (Adj) solucéo simulada de adjuvantes.
*Condicdes cromatograficas: cromatofolhas plasticas recobertas com silica gel 60 F254
(MERCK") com 9 X 5 cm e 0,25 mm de camada adsorvente. Fase mével composta por mistura
de hexano e acetato de etila (7:3, V/V) como eluente, revelagédo por UV (254 nm).

De acordo com a lista dos adjuvantes fornecidos pela bula do
medicamento, apenas dois apresentaram manchas apés a revelagdo por UV
(254 nm), os conservantes da formulacdo, metilparabeno e fenoxietanol. A
Figura 19 apresenta a cromatoplaca das solugbes de adjuvantes responsaveis
pelas duas manchas apresentadas na separagdo cromatografica da forma
farmacéutica.

Figura 19: CCD: (F.F.) forma farmacéutica gel, (SQR) adapaleno SQR, (MetP) metilparabeno e
(Phenx) fenoxietanol.

*Condi¢cdes cromatograficas: cromatofolhas plasticas recobertas com silica gel 60 F254
(MERCK") com 9 X 5 cm de largura e 0,25 mm de camada adsorvente. Fase mével composta
por mistura de hexano e acetato de etila (7:3, V/V) como eluente, revelagédo por UV (254 nm).
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A primeira, com Rf=0,43 equivale ao conservante metilparabeno, e a
segunda, com Rf=0,36 ao fenoxietanol. Os valores de Rf obtidos confirmam a
seletividade do método para identificacdo do adapaleno na sua forma
farmacéutica, visto que houve adequada separacdo das manchas dos
conservantes em relagdo a da substancia ativa, assim como, boa diferenciagao

devido a coloracdo azul apresentada pelo farmaco.

Os resultados revelaram que o sistema eluente utilizado mostrou-se
seletivo e adequado para separacéo e identificacdo do adapaleno tanto em sua
matéria-prima quanto na sua forma farmacéutica. Os valores relativamente
baixos de Rf atribuido ao adapaleno, ndo comprometem o resultado da analise,
visto que o farmaco possui a propriedade de fluorescéncia diferenciando-o das

demais manchas apresentadas.

4.2.9. Determinacdo de umidade

4.2.9.1. Material e métodos

A determinacdo de umidade foi realizada através de dois métodos: o

meétodo volumeétrico e o método gravimeétrico.

No método volumétrico foi realizado pelo processo de Karl-Fischer. O
equipamento € o DL 37 METTLER TOLEDO com deteccdo coulométrica do
ponto final. As analises foram realizadas em triplicata. Foram pesados
aproximadamente 20 mg de SQR e de ADAP-1. Paralelamente, procedeu-se
um ensaio em branco, com a finalidade de descontar o volume de titulante
correspondente a umidade presente no ar do ambiente de andlise. Para o

calculo do percentual de umidade utilizou-se a seguinte equacao:

% de umidade = [ QR (ug) - QA (ug) ] x 100

QS (ug)

Onde:

QR = Quantidade gasta do reagente de Karl-Fisher para titular SQR e ADAP-1;

55



4. Caracterizagdo da SQR e Analise Qualitativa

QA = Quantidade gasta do reagente de Karl-Fisher para titular a 4gua do ar do

ambiente de analise;
QS= Quantidade de SQR e ADAP-1, exatamente pesada.

A determinacdo de umidade pelo método gravimétrico foi realizada
pesando-se exatamente 1 grama de SQR e de ADAP-1, respectivamente, que
foram transferidos para pesa-filtros previamente dessecados durante trinta

minutos.

As amostras foram dessecadas a 105, por aproximad amente 2 horas
até peso constante. O percentual de umidade foi calculado em relacdo a

substancia anidra.
4.2.9.2. Resultados e discussao

Este ensaio visa a determinar a quantidade de substancia volatil eliminada
da amostra, identificando, dessa forma impurezas que porventura estejam

presentes no farmaco (F. Bras IV, 1988).

A determinacdo gravimétrica avalia a quantidade de substancia volatil
presente na amostra. Os resultados obtidos para o adapaleno tanto para a
SQR quanto para a amostra ADAP-1, para 0 método gravimétrico encontram-
se na Tabela 9.

Tabela 9: Teor de agua do adapaleno SQR e ADAP-1 determinados por gravimetria.

Teor de agua (%)

Gravimetria Média
1 2 3

SQR 0,17 0,08 0,21 0,15

ADAP-1 0,36 0,28 0,31 0,32

O método de Karl-Fischer é seletivo para determinagdo de &agua. Os
resultados obtidos para o adapaleno tanto para a SQR quanto para a amostra

ADAP-1, para o método de Karl-Fischer encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10: Teor de agua do adapaleno SQR e ADAP-1 determinados por Karl-Fischer.

Teor de agua (%)

Karl Fischer Média
1 2 3

SQR 0,09 0,05 0,13 0,09

ADAP-1 0,29 0,25 0,27 0,27

Os resultados obtidos demonstram que o adapaleno SQR e amostra
ADAP-1 apresentaram um percentual inferior a 1% de umidade. Os teores
médios apresentados pelo método de Karl-Fischer apresentaram-se inferiores
aos resultados apresentados pelo método de perda por dessecacao, entretanto
nao diferiram significativamente dos resultados fornecidos pelo laudo do
distribuidor SQR (0,11 %) e ADAP-1 (0,31 %).

4.2.10. Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV)

4.2.10.1. Material e métodos

As analises por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV) foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletronica (UFRGS) utilizando um

microscoépio eletrdnico de varredura modelo JEOL / JSM 6060.

A preparagdo do experimento envolve o processo de metalizacdo das
amostras a serem visualizadas no microscopio. Nesta etapa, uma pequena
quantidade de SQR e de ADAP-1, foram uniformemente pulverizadas sobre fita

condutora de carbono (dupla face), presa a um suporte metalico.

Na etapa de metalizacdo o material torna-se condutivo por meio de
deposicdo de metal sobre as amostras. O metal utilizado foi a platina e o tempo
de metalizacdo foi de aproximadamente 24 horas. A magnitude do aumento
utilizado nas imagens varia de acordo com a necessidade da visualizagcéo e

com a qualidade da imagem.
4.2.10.2. Resultados e discussao

O Microscopio Eletrbnico de Varredura, MEV (Scanning Electron

Microscope, SEM) é um equipamento que permite a obtencdo de informacdes
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estruturais de diversas amostras. Um feixe de elétrons de alta energia incide na
superficie da amostra que, quando refletida, é coletada por um detector que

converte este sinal em imagem.

A estrutura fisica de materiais sélidos depende fundamentalmente do
arranjo estrutural de seus atomos, ions ou moléculas. A grande maioria dos
farmacos exibe um arranjo geométrico bem definido de seus atomos,
constituindo uma estrutura cristalina. A forma de um cristal € estabelecida de
acordo com a velocidade relativa de crescimento cristalino, e do sistema
cristalino ao qual pertence (BERKOVITCH-YELLIN, 1985).

A microscopia eletronica fornece informacdes a respeito da morfologia
destes cristais. Em alguns casos, este método pode ser usado também para
diferenciar materiais cristalinos de formas amorfas. Dentre as suas vantagens
esta a utilizacdo de pequenas quantidades de amostra, sendo uma técnica

valiosa nos estagios adiantados de desenvolvimento de novas formulacdes.

A Figura 20 (A e B) ilustra como os cristais da SQR e da amostra ADAP-1
encontram-se arranjados respectivamente. Analisando as imagens obtidas por
MEV para a SQR (Figura 20-A) podemos observar que a superficie de suas
particulas apresenta uma tendéncia ao arranjo cristalino no formato de placas

irregulares.

L warn A kL 5. BBE 1k

Figura 20: Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) dos cristais de adapaleno SQR (A) e
amostra ADAP-1 (B).

* CondigGes de analise: microscopio eletrénico de varredura modelo JEOL / JSM 6060, (10kV
x 10,000 1pm).

Na figura 20-B, caracteristicas similares sdo encontradas na superficie

das particulas da amostra ADAP-1. De acordo com a figura pode-se observar
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igualmente a presenca de uma tendéncia ao arranjo cristalino placoide,
entretanto a imagem permite diferenciar algumas formagOes irregulares
adicionais formando um emaranhado de particulas menores, unidas

coesivamente.

Devido a ocorréncia de particulas de menor tamanho na amostra ADAP-1,
pode-se deduzir uma maior superficie de contato da amostra, o que pode
resultar, em um melhor perfil de solubilidade da matéria-prima em relacéo a
SQR, visto que ha uma correspondéncia entre a velocidade de dissolucéo e o
tamanho das particulas observadas ao MEV, confirmando, portanto, os
resultados apresentados no teste de solubilidade realizados no item 4.2.1 deste

trabalho.

4.2.11. Difracdo de raios-X

4.2.11.1. Material e métodos

As andlises foram realizadas no Laboratério de Analises de Difracdo de
Raios X do Instituto de Geociéncias (UFRGS). A difracao por raios X da SQR e
de ADAP-1 foram realizadas em Difratbmetro D5000, Siemens, anodo de
cobre, energia de 25 mA e 40 Kv. O intervalo de varredura foi de 2°a 72°2 6,
com passo de 0,02° 20 por segundo. A obtencdo e andlise dos dados foram

efetuadas pelo programa Diffrac Plus.

Os valores de d foram calculados com base no angulo 26, utilizando a

equacdao de Bragg.

nA = 2dsenb

Onde:
n = ordem de difracao
d = distancia entre os planos atébmicos

6 = angulo onde ha interferéncia construtiva das ondas espalhadas, que resulta

em um pico no difratograma
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A = comprimento de onda da radiac&o cobre Ka (1,54056 A)
4.2.11.2. Resultados e discusséo

Os compostos organicos e inorganicos de relevancia farmacéutica podem
existir sob varias formas cristalinas. Quando aplicado a sdlidos, o adjetivo
cristalino, implica um cristal ideal em que as unidades estruturais, denominadas
células unitarias, que repetem-se regular e indefinidamente no espagco. Um
cristal completo é entdo constituido por varias células unitarias acopladas
tridimensionalmente. A difracdo de raios X € a metodologia mais amplamente
utiizada para identificagdo e diferenciacdo de substancias cristalinas,
quantificacdo de polimorfos, avaliacdo do grau de cristalinidade e transicdo de
fases. E um dos métodos mais completos na deteccdo da presenca de
polimorfos, entretanto, técnicas auxiliares como a espectrofotometria na regiao
do infravermelho, analise térmica e microscopia Optica, também sao utilizadas
(VIPPAGUNTA et al., 2001).

Esta técnica estad fundamentada na lei de Bragg, que descreve a difracéo
de um feixe de raios X monocromatico (frequéncia unica), que incide sobre um
cristal em um plano de &tomos. O angulo formado entre o raio incidente e o raio
difratado é denominado de 0 (theta). Elétrons do mesmo plano sao excitados e,
ao vibrarem com a mesma frequéncia do feixe incidente, propagam a radiagéo
em todas as diregbes com a mesma frequéncia do feixe incidente. Dessa
forma, a cada plano de atomos o raio sera sucessivamente refletido pelos

planos de atomos que compdem a estrutura cristalina.

O caminho percorrido pela radiacdo apresentara a mesma distancia
observada entre os planos de atomos. Se feixe incidente monocromatico
apresentar comprimento de onda com valor semelhante aos espacamentos
entre os atomos do reticulo cristalino, ocorrera, entdo, interferéncia construtiva,
gerando picos no difratograma que satisfazem a lei de Bragg. Caso a
incidéncia ocorra sobre material amorfo, o qual ndo possui plano ordenado de
atomos, ondas em diferentes direcbes serdo formadas ocorrendo, entéo,

interferéncias destrutivas.
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Dessa forma, a analise por difracdo de raios X possibilita construir
difratogramas, cuja identificacdo estd baseada na posicao angular das linhas,
suas intensidades relativas e as distancias interplanares. A intensidade das
linhas depende do numero e do tipo de atomos em cada conjunto de planos
(SKOOG et al., 2002).

N&o foram encontrados na literatura ou no Joint Committee on Powder
Diffraction Standards, que € a instituicdo responsavel pelo registro dos padrées
de difracdo das substancias cristalinas, difratogramas do adapaleno.
Entretanto, dados fornecidos pela patente europeia (EP, 2006), apresentam os
difratogramas das formas amorfa e forma cristalina a, sendo possivel, portanto,
determinar, de modo comparativo, as formas cristalinas da SQR e da amostra

ADAP-1. O difratograma da forma amorfa é ilustrado na Figuras 44 em
ANEXO.

De acordo com os resultados apresentados pelo difratograma da SQR
apresentado na Figura 22 e da amostra ADAP-1, apresentado na Figura 23,
pode ser observado que se apresentam exatamente sobrepostos (em todos os
picos, diferindo apenas na intensidade) ao difratograma da forma cristalina o
obtido pela European Patent Application (Figura 21). Conclui-se, entdo, que

ambas apresentam a estrutura cristalina a.

O difratograma da amostra ADAP-1 (Figura 23) tem picos com valores de
20 maiores do que o da SQR (Figura 22). Isso significa que os valores das
distancias interplanares (d), calculados com base na equacdo de Bragg séo
menores. Menores valores de (d) fazem com que a célula unitaria da amostra
ADAP-1 seja menor do que a célula unitaria da SQR. Dessa forma podemos
inferir que a solubilidade da amostra ADAP-1 € maior que a solubilidade da
SQR, fato este que confirma os resultados apresentados pela microscopia
eletrénica de varredura, bem como, os resultados apresentados pelo teste de
solubilidade.
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Figura 21: Difratograma da forma cristalina a (EP, 2006).
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Figura 22: Difratograma da SQR.

Intensidade

*Condicdes de andlise: difratdmetro de raios X modelo D 5000 SIEMENS com tubo de cobre,
condicdes de varredura 2-72° (26), 0,02 9s, temp. 25 C.
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3 g 13 18 23 28 33 38
28

Figura 23: Difratograma de ADAP-1

*Condi¢cdes de analise: difratdbmetro de raios X modelo D 5000 SIEMENS com tubo de cobre,
condicdes de varredura 2-72° (20), 0,02 7s, temp. 25 C.
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5. Desenvolvimento e validacdo de metodologia de andlise quantitativa

A demonstragdo da capacidade de determinagdo de um método analitico
quantitativo € um fator essencial para assegurar a qualidade, a seguranca e a
eficacia dos medicamentos. Consequentemente, antes de emprega-lo
rotineiramente, deve-se primeiramente assegurar que o método proposto é
apropriado para sua finalidade, assegurando, assim, a confiabilidade dos
resultados obtidos.

A escolha do método depende, por sua vez, de fatores tais como natureza
do farmaco, a complexidade da amostra e uso pretendido. O método ideal
devera ser baseado, de acordo com as exigéncias, em uma técnica usual e
pouco complexa (MEHTA, 1997). Além disso a escolha do procedimento
analitico final depende da adequacé&o aos critérios avaliados e da interpretacéo

estatistica dos resultados subsequentemente obtidos (ROZET et al., 2007).

Desta forma, um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver e validar um
método seletivo, especifico, preciso e exato para determinacdo do teor de

adapaleno tanto na matéria-prima como em seu produto acabado.
5.1. PREPARO DAS SOLUCOES DE TRABALHO

5.1.1. Substancia quimica de referéncia (SOR) e ADAP-1

Todas as solugbes padrao (estoque), tanto da SQR quanto da amostra
ADAP-1, para determinacao quantitativa por CLAE e por espectrofotometria na
regido do ultravioleta, foram preparadas analiticamente, utilizando etanol P.A.
como solvente. Foram pesadas exatamente cerca de 10 mg do farmaco que foi
transferido quantitativamente, com o auxilio de aproximadamente 50 mL de
etanol, para baldo volumétrico de 100 mL. As soluc¢des foram homogeneizadas
e submetidas a dois ciclos de banho ultrassénico até a completa solubilizacéo,

aferindo-se o volume com o mesmo solvente.

As solugdes finais de trabalho (SQR e ADAP-1) foram preparadas a partir
de diluicdes da solucdo estoque e aferidas com etanol ou com a respectiva
fase mével, de acordo com a técnica utilizada. Tanto a solucdo estoque quanto
as solucdes de trabalho foram armazenadas em vidro ambar a temperatura

ambiente.
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5.1.2. Forma Farmacéutica gel

A solucéo estoque da forma farmacéutica (FF) foi preparada pesando-se
exatamente cerca de 10 g do gel que possui 0,1% de substancia ativa, o que
representa aproximadamente 1mg de adapaleno por grama de gel. A amostra
foi transferida quantitativamente, com o auxilio de aproximadamente 50 mL de
etanol, para baldo volumétrico de 100 mL. A solucdo foi homogeneizada e
submetida a dois ciclos de banho ultrassénico até a completa dispersdo da

matriz (gel), aferindo-se o volume com o0 mesmo solvente.

5.1.3. Amostra Simulada de Adjuvantes

A amostra simulada de adjuvantes (ASA) utilizada na andlise quantitativa
da forma farmacéutica gel foi preparada analiticamente utilizando a mesma
técnica descrita para o preparo da solugcdo padrdo estoque da forma
farmacéutica. A composicdo bésica da ASA, estad descrita no item 5.3.1.1.1
(validagdo do método UV-D para a forma farmacéutica gel). A quantidade
utilizada dos adjuvantes foi calculada com base a representar o equivalente a
10 g de produto acabado (gel), de acordo com as quantidades pesadas para

preparacao da solugéo estoque da forma farmacéutica.

As solucdes finais de trabalho FF e ASA foram preparadas a partir de
diluicdes da solucédo estoque e aferidas com etanol ou com a respectiva fase
movel, de acordo com a técnica utilizada. Antes de serem analisadas pelas
respectivas determinacdes por UV ou CLAE, as solugbes foram centrifugadas
por 5 minutos em centrifuga Janetzki modelo T31A a 6500 R.P.M., sendo os
tubos de centrifuga lacrados na extremidade para evitar evaporacdo do

solvente.
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5.2. ANALISE QUANTITATIVA DA MATERIA-PRIMA

5.2.1. Volumetria em meio aquoso (VMA)

5.2.1.1. Material e métodos

O teor de adapaleno na matéria-prima ADAP-1 e SQR foi determinado em
triplicata através do método de volumetria em meio aquoso por titulacdo de

retorno.

Foi pesado exata e respectivamente, em erlenmeyer de 100 mL, cerca de
200 mg das amostras da SQR e de ADAP-1, previamente dessecados. Ao
erlenmeyer foram adicionados 25,0 mL de solugdo volumétrica (SV) de
hidroxido de sodio 0,1 M. A mistura foi aquecida a 80 °C e manteve-se sob
agitacdo mecéanica por 30 minutos. ApOs resfriamento até temperatura
ambiente foram adicionadas a solucdo 3 gotas de solucdo indicadora de
fenolftaleina. O excesso de hidroxido de sodio foi titulado com acido cloridrico
0,1 M (SV). O ponto final da reacao foi determinado visualmente pela mudanca

da coloracéo de rosea para incolor.

Foi realizado um ensaio em branco que consiste em repetir uma
determinacdo em condi¢cbes idénticas e com quantidades idénticas de
reagentes, omitindo-se, apenas, a substancia em exame (F. Bras 1V, 1988). O
volume gasto no ensaio em branco foi descontado do volume encontrado ao

final da analise. Cada mL de NaOH 0,1 M equivale a 41,25 mg de adapaleno.

Cada solucdo da amostra ou da substancia quimica de referéncia foi
titulada, no minimo seis vezes, obtendo-se um DPR inferior a 1%. Através de
analise estatistica, os resultados encontrados foram comparados com os teores
obtidos pelos métodos de espectrofotometria na regido do ultravioleta e

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Foi calculado, para cada amostra, o valor do teor encontrado, através das

seguintes equacoes:
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NM NaoH - NM pei = NM apap

NM apap X MM apap = M apap

Teor percentual = m /(M apap X100)
Onde:
m = Massa da amostra exatamente pesada;
M apap = Massa de adapaleno encontrada;
MM apap = Massa molecular de adapaleno que reage com NaOH 0,1M;
NM naow = N © mols de NaOH adicionados;
NM e = N ° mols de HCI que reagiram com o excesso de NaOH;
NM apap = N ° mols de adapaleno que reagiram com NaOH 0,1 M;
5.2.1.2. Resultados e discusséao

A titulacdo € uma técnica analitica, que tem como finalidade determinar a
concentracdo exata de uma substancia em solucédo. Na analise volumétrica, a
solugcdo de concentracdo conhecida é designada por titulante e aquela cuja
concentracéo se pretende determinar € designada por titulado.

Na titulacdo de retorno, uma solucdo padrdo, rigorosamente medida, é
utilizada para reagir com o analito. A quantidade em excesso € posteriormente
titulada diretamente utilizando uma segunda solucdo padrdo. E uma técnica
frequentemente requerida quando a velocidade de reagédo entre o analito e 0
reagente € vagarosa ou quando ha falta de estabilidade da solucédo padréo.
Permite determinar a concentracdo de uma substancia reagindo-a com um

volume adicional de um outro reagente de concentragédo conhecida.

Levando-se em considera¢do que a massa molecular do farmaco equivale
a 412,52 e que a carboxila presente na molécula reagird com a hidroxila
presente na solucdo a ser titulada, entdo o excesso de hidroxido de sodio

presente na solucdo sera titulado pelo acido cloridrico presente na bureta.
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Podemos inferir que cada mL de hidréxido de sodio 0,1 M corresponde a
41,252 mg de adapaleno (massa molecular de adapaleno que reage com
NaOH 0,1 M).

Os resultados obtidos no doseamento do adapaleno SQR e ADAP-1 estéao
apresentados na Tabela 11. Desenvolveu-se e validou-se um método de
doseamento via cromatografia liquida de alta eficiéncia, para fins de

comparacao de resultados.

Tabela 11: Teor obtido para SQR e ADAP-1 por volumetria de retorno.

Teor
Teor encontrado * (%) o
declarado Média DPR%
Amostra
no laudo
10 20 30 40 50 60
(%)
SQR 100,6 100,5 0,8
101,3 99,2 100,4 100,8 100,2 101,1
(CLAE)

ADAP-1 99,82 99,1 99,3 99,6 99,8 99,7 99,7 99,5 0,3

*Solucao indicadora fenolftaleina, aquecimento a 80 °C, tempo de agitacdo de 30 minutos.

A deteccdo do ponto final da titulacdo foi verificada pela passagem da
coloragdo rosea para incolor. Calculou-se o teor de farmaco pela média
verificada nas seis determinacdes. O teor calculado foi de 100,5% em média
para SQR e de 99,5% para matéria-prima ADAP-1. De acordo com os teores
declarados pelos fornecedores, o farmaco apresentou conformidade no

doseamento.

Os primeiros experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente
(25C) e revelaram cinética reacional lenta, pois o teor observado apresentava-
se muito baixo. Aumentando-se a temperatura para 60 T a velocidade da
reagcdo aumentou, entretanto valores equivalentes ao teor declarado s6 foram
atingidos com a temperatura de 80 T com agitagdo constante, por

aproximadamente 30 minutos.

De acordo com os resultados obtidos pela técnica instrumental, pode-se

concluir que o método de titulagdo de retorno em meio aquoso pode ser uma
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técnica alternativa e precisa, para aplicacdo em laboratorios de controle de

gualidade.

5.2.2. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

5.2.2.1. Material e métodos

As solugbes do adapaleno SQR e amostra (ADAP-1) foram preparadas
em etanol e submetidas a analise. Os espectros de UV foram obtidos em
espectrofotometro SHIMADZU UV-1601PC, utilizando-se cubetas de quartzo
com 1 cm de percurso Optico. Todas as leituras foram realizadas no
comprimento de onda de 270 nm, na ordem zero, utilizando-se etanol como
branco. A aquisicdo e a andlise dos dados foram realizadas através do

programa UVPC 39.
5.2.2.1.1. Validacdo do método UV
5.2.2.1.1.1. Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcao de trés curvas padrao
desenvolvidas a partir da solucdo da SQR com cinco niveis de concentracéo
cada uma, que foram avaliados em trés diferentes dias. A partir das trés curvas

a equacao da reta e o coeficiente de correlacéo (r) foram determinados.

A partir de solugéo de adapaleno SQR em etanol na concentracao de
100 pg/mL, aliquotas de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL foram transferidas, com o
auxilio de bureta, para baldes volumétricos de 25 mL, completando-se os
volumes com etanol e obtendo-se concentracdes de 8,0, 10,0, 12,0, 14,0 e
16,0 pg/mL, respectivamente.

Foram realizadas trés leituras para cada solucdo. A curva padréo foi
obtida a partir dos valores das médias das absorvancias versus concentracao
da SQR de adapaleno nas solu¢cfes correspondentes, obtendo-se o coeficiente
de correlacdo e a equacao da reta, atraveés da regressao linear calculada pelo
método dos minimos quadrados. Os resultados foram avaliados,

estatisticamente, através da analise de variancia (ANOVA).
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5.2.2.1.1.2. Limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ)

Os LD e LQ foram determinados a partir dos dados da curva de

calibragéo, utilizando a seguinte equacao (ICH, 2005):

LD=330 LQ=100

Onde:

0. Desvio padrdo médio do intercepto;
IC: Inclinag&o da curva de calibragéo.
5.2.2.1.1.3. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através de seis ensaios, realizados em
trés diferentes dias. As seis solucbes da amostra ADAP-1 foram preparadas
em concentracdes equivalentes a 12,0 ug/mL, em baldes volumétricos de 25
mL, completando-se os volumes com etanol. A solugao de adapaleno SQR foi
preparada em etanol na mesma concentracao de 12 pg/mL.

Foram realizadas trés determinacdes para cada solucdo de analise. A
concentracdo (C;), em pg/mL, das solucbes da amostra ADAP-1, foi

determinada a partir da equagao:

Ca = (Aa " Csqr) / Asgr
Onde:
A, = absorvancia da solu¢cdo amostra ADAP-1;
Csor = concentracao da solucao SQR;
Asqr = absorvancia da solugéo SQR,;
O teor (C%) de adapaleno na amostra ADAP-1 foi calculado de acordo
com a seguinte equacao:

C% = (Ca - 100) / C;
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Onde:

Ca = concentragao da solugdo amostra ADAP-1
C: = concentracgdo teodrica da solucdo amostra ADAP-1

A determinacédo do teor de adapaleno na amostra ADAP-1 foi realizada a
partir da avaliagdo dos dados obtidos através da repetibilidade do método
(precisao intradia) e do desvio padrao relativo (DPR) entre as médias das seis
determinacdes. A precisdo interdias (precisdo intermediaria) foi avaliada
através do DPR obtido entre as médias das determinacfes, em trés diferentes

dias de analise.
5.2.2.1.1.4. Exatidao

A exatiddo do método UV para determinacdo quantitativa do teor da
matéria-prima do adapaleno foi inferida uma vez que precisao, linearidade e
especificidade foram determinadas, bem como, a partir da comparacao de seus
resultados com os de um segundo método bem caracterizado baseado em um
principio diferente (técnica ortogonal), neste caso pelo método de CLAE
(BRASIL, 2003, ICH, 2005, LANCAS, 2004).

5.2.2.1.1.5. Especificidade

O ensaio foi realizado através de testes de degradacédo forgcada em que
solucbes de adapaleno foram expostas a degradacdo térmica, fotolise,
oxidacdo, condicbes acida e alcalina por 72 horas, utilizando-se a mesma
técnica apresentada no item 5.2.3.1.1.2 (especificidade para o método de
CLAE). Os resultados foram comparados com os da solu¢cdo do branco e da

matéria-prima ndo submetida as degradacdes nas condi¢des especificadas.
5.2.2.2. Resultados e discussao
5.2.2.2.1. Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico demonstrar
resultados que séo diretamente proporcionais a concentracao do analito dentro
de um intervalo especificado (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 31, 2008). Este
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parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlacdo do gréfico
analitico (r) sendo, o método considerado linear & medida que seu valor se
aproxima da unidade, indicando menor dispersdo do conjunto de pontos
experimentais, bem como um ajuste ideal dos pontos para a linha de regresséo
(BARROS, 2002).

Na Tabela 12 encontram-se os valores das absorvancias meédias
correspondentes ao adapaleno, obtidas na curva padrdo, referentes a cada
diluicdo da SQR. Os espectros obtidos das solu¢cdes de adapaleno SQR nas

concentracOes de 8 a 16 uyg/mL em etanol, séo apresentados na Figura 24.
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Figura 24: Espectros das solucfes de adapaleno SQR nas concentracdes de 8 a 16 ug/mL em
etanol.

A partir de solugbes de adapaleno SQR em 5 niveis com concentracdes
de 8,0 a 16,0 ug/mL foram construidas trés curvas padrao analisadas em trés
diferentes dias. A curva esta representada na Figura 25 juntamente com a

equacdao da reta e o coeficiente de correlacao (r).

Tabela 12: Valores de absorvancia obtidos para a curva padrao do adapaleno por UV.

Concentragéo Absorvancias*
(ng/mL) 1°dia 2°dia 3°dia Média + e.p.m DPR%
8,0 0,593 0,584 0,588 0,588 + 0,002 0,48
10,0 0,743 0,727 0,747 0,739+0,01 1,43
12,0 0,889 0,877 0,900 0,889 + 0,01 1,29
14,0 1,037 1,014 1,040 1,030 £ 0,01 1,38
16,0 1,177 1,153 1,186 1,170 £ 0,02 1,45

* Média de trés determinacdes, e.p.m. — erro padrao da média, DPR — desvio padrao relativo
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Para verificar se a equagdo de regressao € estatisticamente significativa
efetuou-se o teste de andlise de variancia (ANOVA). A Tabela 32 em ANEXO
apresenta os valores dos tratamentos estatisticos dos valores experimentais

obtidos paras as curvas padrdo, em etanol, através de analise de variancia.
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1,000 -

0,300 -

0,600 A

Abs.

0,400 y=0,072x + 0,008
r=0,99992
0,200

0,000 T . . r r r r r ,
00 20 40 60 80 10,0 12,0 14,0 160 180
Concentracdo {ug/mL)

Figura 25: Representagédo grafica da curva padrao média do adapaleno para UV.

A analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por UV indica que
a curva padrao obtida apresenta regressao linear significativa (p < 0,05) e néo
apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlagdo (r = 0,99992) esta
de acordo com as especificacbes e apresenta a correlacdo entre as
absorvancias e a concentracéo do farmaco, indicando que o método € linear na

faixa de concentracdo de 8,0 a 16,0 pg/mL.
5.2.2.2.2. Limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ)

Os valores referentes a analise dos limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Resultados dos limites de deteccdo e quantificacé@o, obtidos por espectrofotometria
na regido do ultravioleta.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 8,0 — 16,0 ug/mL
Equacdo: y=bx + a y =0,0729x + 0,008
Inclinacéo (b) + desvio padrao 0,0729 + 0,0085
Intercepto (a) + desvio padréo 0,008 +0,0727
Coeficiente de correlacao (r) 0,99992
Limite de deteccao (LD) 0,39 pg/mL
Limite de quantificacéo (LQ) 1,18 pg/mL
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5.2.2.2.3. Precisao

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia entre os
resultados de medidas independentes em torno de um valor central, sob
condicBes estabelecidas. E usualmente expressa em termos de desvio padréo
relativo (DPR) ou também chamado coeficiente de variacdo (CV). Pode ser
avaliada em trés diferentes niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e

reprodutibilidade.

A repetibilidade ou precisdo intradia avalia a concordancia entre os
resultados sucessivos, em um curto periodo de tempo efetuados sob as
mesmas condi¢des. A precisao intermediaria ou precisédo interdias expressa a
concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, obtido em dias
diferentes e a reprodutibilidade expressa a concordancia entre os resultados
obtidos em diferentes laboratorios (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 31, 2008).

A precisdo do método foi avaliada através dos DPR’s intradia
(repetibilidade) e interdia (precisdo intermediaria). Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14: Avaliacdo da preciséo intra e interdias das amostras de adapaleno matéria-prima
por espectrofotometria UV.

Teor (%) das solugbes de ADAP-1 (12,0 pg/mL)

Amostras
1°dia 2°dia 3°dia
1 101,7 99,9 99,9
2 101,2 100,3 99,5
3 100,2 100,5 99,7
4 100,9 100,3 99,6
5 99,8 100,3 98,9
6 100,0 99,5 98,9
Teor Médio intradia (%) 100,6 100,1 99,4
e.p.m (&) 0,27 0,17 0,17
DPR intradia % 0,73 0,37 0,42
Média Interdias 100,1
DPR interdias % 0,61

e.p.m. — erro padrao da média; DPR — desvio padréao relativo
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Os valores de DPR apresentados pelo ensaio de repetibilidade e preciséo
intermediaria indicam que o método proposto é preciso quando executado em
um curto periodo de tempo, efetuado sob as mesmas condicdes e em um

mesmo laboratorio, obtido em dias diferentes.
5.2.2.2.4. Exatidao

A exatiddo do método espectrofotométrico na regido do UV para
determinacao quantitativa do teor da matéria-prima foi inferida na faixa de 8,0 a
16,0 pg/mL, a partir da determinacéo da preciséo, linearidade e especificidade,

de acordo com a citagdo no item 5.2.2.1.1.4.
5.2.2.2.5. Especificidade

A especificidade do método foi avaliada submetendo-se o farmaco a
diferentes condicdes de estresse, a fim de forcar a formacdo de produtos de
degradacdo, com o objetivo de verificar a possivel interferéncia dos mesmos na
determinacdo quantitativa do adapaleno, atraves do método de

espectrofotometria na regido do ultravioleta.

A validacdo do método quantitativo proposto foi complementada com a
investigacdo de sua especificidade frente aos potenciais produtos de
degradacdo. Entretanto, devido as limitacbes de sensibilidade da metodologia
(espectrofotometria na regidao do UV), os resultados obtidos através do método
nao diferenciaram as solucbes submetidas as degradacbes da solucdo de

adapaleno ndo degradada.

5.2.3. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia

5.2.3.1. Material e métodos

Para quantificacdo de ADAP-1 foi utilizado um cromatégrafo a liquido
SHIMADZU® LC-10ADVP, equipado com detector SPD-M10AVP de arranjo de
fotodiodos (DAD), desgaseificador DGU-14A, central de controle SCL-10AVP e
injetor manual RHEODYNE®. A aquisicdo e a andlise dos dados foram

realizadas através do aplicativo CLASS-VP verséao 6,1.
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Apés ensaios preliminares para a determinagdo do adapaleno foram
selecionados os melhores pardmetros para a validacdo do método:

* Coluna: C8 fase reversa LiChrocart®/LiChrospher®, Merck®;
* Fase movel: acetonitrila: agua (67:33, V/V), eluida em sistema isocratico;
» Dimensdes da coluna: 125 x 4,6 mm,;

» Diametro de particula: 5 pm;

« Fluxo da fase mével: 1,4 mL.min *;

* Volume de inje¢ao: 20 pL;
» Deteccao: Ultravioleta, A = 321 nm;

Foram utilizados acetonitrila grau CLAE (Scientific®). A agua ultra pura foi
obtida por sistema Milli-Q Plus, Millipore® com pH ajustado a 2,5 com &cido

fosforico (HsPO,4) durante a preparacao da fase movel.
5.2.3.1.1. Validac&do do método de CLAE
5.2.3.1.1.1. Adequabilidade do sistema cromatografico

A adequabilidade do sistema cromatogréfico foi avaliada através de
cinco injecdes da SQR, preparada a partir da solucdo estoque, na
concentracédo de 12 pg/mL. Foram avaliados os parametros de DPR entre os
tempos de retencéo (TR), eficiéncia da coluna (N), assimetria (TF) e fator de
capacidade (k) (ICH, 2005).

5.2.3.1.1.2. Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da interferéncia de
potenciais produtos de degradacéo, através dos testes de degradacéo forcada.
Solucdes de adapaleno SQR foram submetidas a condi¢cdes de estresse com 0
objetivo de forcar a formacao de produtos de degradacao. As solugcdes foram
expostas a hidrélise acida e alcalina, degradacéo térmica, fotdlise e estresse

77



5. Desenvolvimento e validacdo de metodologia de andlise quantitativa

oxidativo, sendo todas as solugdes, submetidas a exposi¢cdo por um periodo
nao inferior a 72 horas.

Trés solucdes foram preparadas para realizacdo da analise, sendo uma
mantida sob condicbes normais e as outras duas (amostra e branco)
submetidas aos diferentes tipos de degradacdo. As amostras com a presencga
do analito foram preparadas de forma a apresentarem, ao final do ensaio,
concentracfes equivalentes a 12,0 pg/mL. A solucdo branco foi preparada
apenas com o solvente (etanol) ou com o solvente em presenca das diferentes
solugdes de tratamento para degradacdo. A pureza do pico cromatografico foi
verificada através do detector de arranjo de fotodiodos (DAD). O tempo de
analise foi ampliado de 8 para 16 minutos, a fim de se acompanhar a formacéo
de picos adicionais, provenientes de degradacdo com tempo de retencéo

inferior ou superior ao TR do analito.

Todas as solugdes finais obtidas foram filtradas antes de serem injetadas
no cromatografo. Os resultados foram comparados com os da solugéo branco e
da amostra ndo submetida as degradacbes a fim de se detectar possiveis
interferentes na especificidade do método. As condicbes de estresse, bem
como o preparo de cada uma das solugdes estao descritos a seguir:

a) Hidrdlise acida

A solucdo amostra e o branco, foram expostos ao acido cloridrico (HCI
1M), separadamente, na propor¢éo de 1:1 (V/V). Ap6s o periodo de exposi¢cado
(72 horas), as solugdes foram neutralizadas com NaOH 1M, aferindo-se os
volumes, em baldes de 25,0 mL, com a respectiva fase movel. A concentracao

final apresentada pelo analito foi equivalente a 12,0 pg/mL.

b) Hidrolise alcalina

A solugdo amostra e o branco, foram expostos ao hidroxido de sodio
(NaOH 1 M), separadamente, na proporcao de 1:1 (V/V). ApGs o periodo de
exposicao (72 horas), as solucdes foram neutralizadas com HCI 1M, aferindo-
se o0s volumes, em balées de 25,0 mL, com a respectiva fase movel. A

concentracéo final apresentada pelo analito foi equivalente a 12,0 pg/mL.
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c) Degradacéo térmica:

A solugdo amostra e o branco, foram expostos ao aquecimento em estufa
a 80T por 72 horas. ApoOs este periodo completou-se o volume do balédo
volumétrico (25,0 mL) com a respectiva fase moével. A concentracdo final

apresentada pelo analito foi equivalente a 12,0 pg/mL.
d) Fotdlise:

A solucéo amostra e o branco, foram expostos a lampada de radiacdo UV
(352 nm) em cubetas descartaveis em camara horizontal espelhada (100x16x
16 cm), equipada com lampada Blacklight Blue (Orion UV-A, 30 W, 130V, 1,26
x 10-3 watts/cm?). As cubetas com solucdo amostra e branco foram envoltas
em papel aluminio com o objetivo de avaliar a interferéncia da elevacédo da
temperatura. ApO0s o periodo de exposicdo, o conteudo das cubetas foi
transferido para baldo volumétrico de 25,0 mL, sendo o volume completado
com a respectiva fase movel. A concentracdo final apresentada pelo analito foi

equivalente a 12,0 pg/mL.

e) Oxidacao:

A solucdo amostra e o branco, foram expostos ao peroxido de hidrogénio
(H20, 30%, V/V) na proporgédo de 1:1 (V/V) por 72 horas. Apés este periodo
completou-se o volume do baldo volumétrico (25 mL) com a respectiva fase
movel. A concentracdo final apresentada pelo analito foi equivalente a
12,0 pg/mL.

Todas as solugdes finais obtidas foram filtradas antes de serem injetadas
no cromatografo. Os resultados foram comparados com os da solugéo branco e
da amostra ndo submetida as degradacbes a fim de se detectar possiveis

interferentes na especificidade do método.
5.2.3.1.1.3. Linearidade

A linearidade foi determinada através da construcao de trés curvas padrao

desenvolvidas a partir da solucdo da SQR com cinco niveis de concentracéo
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cada, que foram avaliados em trés diferentes dias. A partir das trés curvas a
equacao da reta e o coeficiente de correlacéo (r) foram determinados.

A partir de uma solucdo de adapaleno SQR em etanol na concentracdo de
100,0 mg/mL, aliquotas de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL foram transferidas, com o
auxilio de bureta, para balbes volumétricos de 25 mL, completando-se o0s
volumes com fase movel e obtendo-se, respectivamente, concentracdes finais
de 8,0, 10,0, 12,0, 14,0 e 16,0 pg/mL.

Foram realizadas trés determinacfes para cada solucdo. A curva padréao
foi obtida a partir dos valores das areas dos picos do adapaleno versus
concentracédo da SQR nas solucdes correspondentes, obtendo-se o coeficiente
de correlacdo e a equacao da reta, através da regresséao linear calculada pelo
método dos minimos quadrados. Os resultados foram avaliados,

estatisticamente, através da analise de variancia (ANOVA).
5.2.3.1.1.4. Limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

O LD e o LQ foram determinados a partir dos dados da curva de

calibracao, utilizando a seguinte equacao (ICH, 2005):

LD=330 LQ=100
IC IC

Onde:
o: Desvio padrdo médio do intercepto;

IC: Inclinag&o da curva de calibragéo.
5.2.3.1.1.5. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através de seis ensaios, realizados em
trés diferentes dias. As seis solucbes de amostra ADAP-1 foram preparadas
em concentracdes equivalentes a 12,0 ug/mL, em baldes volumétricos de 25
mL, completando-se os volumes com a respectiva fase mével. A solucdo de

adapaleno SQR foi preparada da mesma maneira em concentracao
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equivalente a 12 pg/mL. Foram realizadas trés injecOes para cada solucdo de

andlise.

A concentracdo (C,), em pg/mL, das solucbes amostra ADAP-1, foi

determinada de acordo com a equacgao a seguir:
Ca = (Aa - Csor) / Asgr

Onde:
A, = area absoluta do pico para a solu¢cdo amostra ADAP-1,
Csor = concentracéo da solucdo SQR;

Asor = area absoluta do pico para a solugéo SQR,;
O teor (C%) de adapaleno foi calculado a partir da seguinte equacao:
C% = (C4 - 100) / C;

Onde:
Ca = concentracao da solugdo amostra ADAP-1 ;

Ct = concentracao teorica da solugdo amostra ADAP-1;

A repetibilidade do método (precisédo intradia) foi avaliada através do
desvio padrdo relativo (DPR) entre as médias das éareas obtidas pelo
cromatdgrafo através das seis injecdes. A precisdo interdias (precisdo
intermediaria) foi avaliada através do DPR obtido entre as médias das &reas

obtidas, em trés diferentes dias de analise.
5.2.3.1.1.6. Exatidao

A exatiddo do método CLAE para amostra ADAP-1 foi inferida pelos
resultados obtidos através dos parametros de linearidade, precisdo e
especificidade, conforme metodologia comparativa descrita pelo ICH (2005) e
RE 899 (2003) para a validacdo de meétodos de doseamento de matérias-

primas.
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5.2.3.1.1.7. Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de variagbes nas
condicbes cromatograficas estabelecidas, tais como: utilizacdo de coluna de
tamanho diferente (de 12,5 cm para 12,0 cm), mudanca na proporcéo de fase
movel (de 67% de ACN para 66 e 68%), fluxo diferenciado (de 1,4 mL/min™
para 1,3 e 1,5 mL/min™®) e equipamento (SHIMADZU® LC-10ADVP). Para este
teste foram preparadas solucdes adapaleno SQR e matéria-prima ADAP-1, na
concentracdo de 12 ug/mL, de acordo com a técnica descrita no item 5.2.1

(Preparo das solugdes de trabalho).

Cada parametro foi modificado individualmente para avaliar seu efeito. Em
cada condicdo, amostras foram injetadas em triplicata (n = 3) e analisadas

frente a uma solucdo padrao de trabalho em condigbes normais.
5.2.3.2. Resultados e discusséo

Na literatura consultada, foram encontrados trabalhos relatando a
aplicacdo de CLAE para analise de adapaleno em fluidos biolégicos e em
forma farmacéutica combinada, conforme mencionado na revisao bibliogréafica,
sendo documentada a deteccdo dofarmaco por CLAE a 270 e 320 nm.
Entretanto, decidiu-se trabalhar a 320 nm, por se tratar do comprimento de
onda onde foi posssivel assegurar a nao interferéncia dos excipientes
presentes na formulacdo e consequentemente onde os melhores resultados em
relagdo ao sinal analitico foram apresentados. Com a finalidade de otimizar o
método para analise quantitativa foram avaliadas algumas modificacdes nos

sistemas cromatograficos propostos.

Na etapa de desenvolvimento do método por CLAE foram efetuados
ensaios preliminares utilizando variacbes no sistema a fim de otimizar as

condi¢des cromatograficas. Foram avaliados os seguintes parametros:

v Influéncia da composicdo de solventes organicos na fase movel (ACN e
MeOH);

v Influéncia da proporcao dos constituintes organicos na fase movel;
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v' pH da fase mével (pH da fase aguosa ajustado com acido fosférico 20%
(VIV));
v’ Diferentes comprimentos de onda;

v’ Diferentes tipos de coluna cromatografica.

Apés selecionar as melhores condi¢cdes cromatogréaficas, com base no
desempenho da coluna analitica e nos parametros cromatograficos (assimetria,
fator de capacidade, pratos tedricos e tempo de retencdo do pico, foram

definidas as condi¢des para a validacdo do método.

Os cromatogramas obtidos das soluc¢des de adapaleno SQR e amostra da
ADAP-1 a 12 yg/mL em etanol, sdo apresentados na figura 26.
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Figura 26: Cromatograma obtido com a solucdo de adapaleno SQR e amostra ADAP-1, na
concentracdo de 12 pg/mL.

* Condigbes cromatograficas: coluna C8 fase reversa LiChrocart®/Li Chrospher®, Merck ® (125
mm x 4,6 mm, 5 um); fase movel: acetonitrila / agua pH 2,5 ajustado com &cido fosférico
(67:33) (V:V); temperatura de analise 20-25 C,vazd o: 1,4 mL/ min; volume injetado: 20 pL,
deteccdo (UV/A= 321 nm).

5.2.3.2.1. Adequabilidade do sistema cromatografico

Antes de validar o método, deve-se avaliar se o sistema utilizado para
analise € capaz de fornecer dados de qualidade aceitaveis. Esta avaliacdo é
realizada pela adequabilidade do sistema cromatografico e pode ser definida
como um conjunto de testes para garantir que o equipamento utilizado esta
apto a gerar resultados com exatiddo e precisdo aceitaveis (RIBANI et al,
2004).

No quadro 5 encontram-se o0s valores médios dos parametros
cromatograficos obtidos apds 5 injecdes da solucdo padrdo e amostra ADAP-1
(12 pg/mL) a partir das condigBes cromatograficas selecionadas.
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Quadro 5: Parametros cromatograficos observados na adequabilidade do sistema.

Valores Valores médios observados*
Parédmetros cromatogréficos recomendados
ICH (2005) SQR ADAP-1
Tempo de retencédo (minutos) - 6,92 6,88
Fator de capacidade (K) K'>2 3,61 3,59
Assimetria ou Fator de cauda (TF) TF<2 1,19 1,20
NUmero de pratos teoricos (N) N>2000 7154 7061
Repetibilidade (DPR) < 1% (n25) 0,41 0,54

*n=5
5.2.3.2.2. Especificidade

A especificidade do método analitico refere-se a capacidade de medir com
exatiddo o analito de interesse em presenca de outros componentes ou
interferentes que possam estar presentes na matriz da amostra, tais como
produtos de degradacgéo, impurezas e componentes da matriz (BRASIL, 2003;
ICH, 2005; USP 31, 2008).

Com o objetivo de investigar potenciais produtos de degradacdo a
avaliacdo do método por CLAE para especificidade do adapaleno foi realizada
frente a hidrolise acida e alcalina, degradacédo térmica, fotolise e estresse
oxidativo. Os cromatogramas obtidos para cada condicdo testada sé&o
apresentados na Figura 27 (A-E).

O acompanhamento da degradacdo forcada da SQR foi realizado pela
analise do teor, pela metodologia desenvolvida neste trabalho. Com o auxilio
de detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foi verificada a pureza do pico

cromatografico.

A solucdo de adapaleno SQR submetida ao tratamento com HCI| 1M
(Figura 27-A), apresentou decréscimo de aproximadamente 10,6% no seu teor,
entretanto ndo se observou formacdo de picos adicionais, bem como né&o
houve diminuicdo da pureza do pico, o que pode indicar que a degradacéo do
adapaleno apresenta-se como um composto nao interferente na analise

quantitativa do farmaco.
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Nas solugbes submetidas a degradacéo basica (NaOH 1M) (Figura 27-B)
e térmica (80 ) (Figura 27-C) ndo houve aparecime nto de potenciais produtos
de degradacdo uma vez que ndo houve presenca de picos adicionais, bem
como ndo houve alteracao significativa nos teores de adapaleno observados,
nem na pureza do pico cromatografico. O teste de fotdlise (352 nm) (Figura 27-
D), apresentou reducéo significativa no teor (48,2% do teor inicial), entretanto
igualmente ndo houve aparecimento de picos secundarios, provavelmente

confirmando a hipotese de formacdo de composto nao interferente na analise

do farmaco
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Figura 27: Cromatogramas dos estudos de degradacéo forcada.

(A) hidrolise acida (HCI 1M) (B) hidrélise basica (NaOH 1M), (C) degradacéo térmica (80 <),
(D) fotolise (UV A=352 nm) e (E) teste de oxidacgao (H,O, 30%, V/V).
*Condi¢des cromatograficas: fase movel acetonitrila:agua (67:33, V/V), fluxo de 1,4 mL/minuto,

coluna LiChrocart®/LiChrospher® Cg Merck (125x4,6 mm, 5 pm), temperatura de andlise 20-
25 C, deteccdo em 321nm, volume de injecéo 20pul.

* Os cromatogramas, que originalmente apresentam TR de 16 minutos, foram otimizados (8
minutos) para facilitar a sua visualizacgéo.
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Na solucdo de adapaleno SQR submetida ao tratamento com peroxido de
hidrogénio (Figura 27-E) o0 cromatograma apresentou um pico extra,
possivelmente devido ao proprio peréxido de hidrogénio, em aproximadamente
1,2 minutos, pois este pico também aparece quando uma solucdo branco com
peroxido de hidrogénio é injetada nas mesmas condi¢Bes experimentais. Nao
houve alteracdo significativa nos teores de adapaleno observados, nem na

pureza do pico cromatografico.

Como pode ser observado nos cromatogramas obtidos no estudo de
degradacéo forcada nao ocorreu a formacéo de picos adicionais em relacao ao
adapaleno. Considerando a estrutura apresentada pelo farmaco, seus produtos
de degradacdo, provavelmente apresentardo estruturas mais simples e
consequentemente mais polares que o adapaleno, o que indicaria, em ultima
andlise, que sua presenca deveria ser detectada em um tempo de retencao
inferior a 8 minutos. Utilizando o detector de diodos, pode-se verificar que o
pico referente ao adapaleno SQR manteve sua pureza em todas as

determinacdes.

N&o foram verificadas também alteracdes significativas nos tempos de
retencdo ou interferéncia de solventes ou impurezas nos cromatogramas. A
Tabela 15 mostra os percentuais médios de degradacao e a pureza dos picos

cromatograficos adapaleno apos ter sido submetido aos testes de estresse.

Tabela 15: Estudo da especificidade : Percentual médio de degradacédo e pureza dos picos
cromatograficos do adapaleno.

ADAPALENO SQR

Condicdes de estresse

Teor degradado (%) Pureza do pico
HCI1,0 M 10,6 1,0000
NaOH 1,0 M 0,2 1,0000
Temperatura (80 C) 0 1,0000
UV 254 nm 48,2 0.9999
H,0, 30% V/V 0,4 1,0000

Os indices de pureza, obtidos pelo DAD, situaram-se no intervalo de
0,9999 - 1,0000, indicando a homogeneidade do pico. Dessa forma, o método

desenvolvido pode ser utilizado para a determinacdo do adapaleno na
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presenca de seus produtos de degradagdo, nas condigcbes experimentais
apresentadas.

5.2.3.2.3. Linearidade

Na Tabela 16 encontram-se os valores das areas médias correspondentes

ao adapaleno, obtidas na curva padréo, referentes a cada diluicdo da SQR.

A partir de solugdes de adapaleno SQR com 5 niveis de concentragfes de
8,0 a 16,0 pg/mL foram construidas trés curvas padrdo analisadas em trés
diferentes dias. Cada area apresentada refere-se a meédia de trés
determinacdes. A curva estd representada na Figura 28 juntamente com a
equacao da reta e o coeficiente de correlacéo (r).

Tabela 16: Valores de area absoluta obtidos para a curva padrdo do adapaleno SQR por
CLAE.

Concentragao

Area* Média das Areas + e.p.m. DPR
(Hg/mL)

383934

8,0 381636 383904 + 1301,2
386143

0,52

473925

10,0 467848 472213 +2199,3
474866

0,71

567928

12,0 558537 564364 + 2937,5
566628

0,78

658664

14,0 649180 656651 + 3865.6
662108

0,89

754615
16,0 749115 753229 + 2093,4 0,45

755958

* Resultado de trés determinacgdes;e.p.m. — erro padrdo da média;DPR — desvio padréo relativo

A andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 33 em ANEXO) dos resultados
obtidos por CLAE indica que a curva padréo obtida apresenta regressao linear
significativa (p < 0,05) e nao apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de
correlacdo (r = 0,99996) esta de acordo com as especificacdes e apresenta a
correlacdo entre as areas e a concentragcdo do farmaco, indicando que o

método é linear na faixa de concentragéo de 8,0 a 16,0 pg/mL.
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Figura 28: Representacgdo grafica da curva padrdo média do adapaleno por CLAE.

5.2.3.2.4. Limites de deteccao (LD) e quantificagao (LQ)

Os valores referentes a analise dos limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ), calculados atravées das equacdes descritas no item
5.2.3.1.1.4, encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados dos limites de deteccéo e quantificagcdo, obtidos por CLAE.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 8,0 — 16,0 pg/mL
Equacéo: y=bx + a y= 46154 x - 12220
Inclinacéo (b) + desvio padréao 46154 + 294,7
Intercepto (a) + desvio padréo 12220 + 661,9
Coeficiente de correlagéo (r) 0,99996
Limite de deteccéo (LD) 0,04 pg/mL
Limite de quantificacéo (LQ) 0,14 pg/mL

5.2.3.2.5. Precisao

A precisdo do meétodo foi avaliada através dos DPR’s intradia
(repetibilidade) e interdia (precisdo intermediaria). Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 18.
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Tabela 18: Resultados obtidos em trés diferentes dias na quantificacdo das amostras de
adapaleno matéria-prima por CLAE para avaliagao da preciséo intra e interdias.

Teor (%) das solugBes de ADAP-1 (12,0 pg/mL)

Amostras
1°dia 2°dia 3°dia
1 101,0 100,1 100,0
2 100,4 100,3 99,5
3 99,7 100,3 99,5
4 100,8 100,3 99,3
5 100,0 100,1 98,8
6 99,7 98,9 98,7
Teor Médio intradia (%) 100,3 100,0 99,3
e.p.m (3 0,22 0,23 0,20
DPR intradia % 0,54 0,56 0,50
Média Interdias 99,9
DPR interdias % 0,50

e.p.m. — erro padréo da média; DPR — desvio padréao relativo

Os valores de DPR apresentados pelo ensaio de repetibilidade e precisao
intermediaria indicam que 0 método proposto € preciso quando executado em
um curto periodo de tempo, efetuado sob as mesmas condicbes e em um

mesmo laborat6rio, obtido em dias diferentes.

5.2.3.2.6. Exatidao

A exatiddo do método CLAE para a determinacdo quantitativa do teor da
matéria-prima do adapaleno foi inferida na faixa de 8,0 a 16,0 pg/mL, a partir da
determinacdo da preciséo, linearidade e especificidade, de acordo com a
citacdo no item 5.2.3.1.1.6.

5.2.3.2.7. Robustez

Segundo a International Conference on Harmonisation (ICH) (2005), a
robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade de permanecer
inalterado sob pequenas varia¢cdes nos parametros do método proposto. Em
geral, servem para indicar os fatores que podem influenciar, significativamente,

a resposta do método em estudo.
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A robustez do método foi testada através de pequenas modificagdes nas

condi¢cdes cromatogréaficas propostas. Os cromatogramas obtidos a partir das

modificacdes no sistema cromatografico podem ser observados na Figura 29

(A, B, C, D).
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Figura 29: Avaliacdo da robustez do método CLAE para matéria-prima.

(A) proporcao de FM; (B) coluna; (C) fluxo; (D) equipamento 4.

(1): ACN:agua (66:34, V/V); (2): ACN:agua (68:32, V/V); (3): coluna Merck (120x4,6mm); (4):
fluxo 1,3 mL.minuto™; (5) fluxo 1,5 mL.minuto™; (6) equipamento 4 (SHIMADZU® LC-10AD)

As alteracOes realizadas no método, a fim de avaliar sua suscetibilidade a

mudancas nos parametros analiticos durante a determinacdo do adapaleno,

muito embora tenham ocasionado alteragbes em relacdo ao tempo de

retencdo, numero de pratos tedricos, assimetria e fator de capacidade obtidas
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em comparacdo com as condicdes normais de andlise, ndo alteraram
significativamente os parametros cromatograficos de andlise, estando estes

ainda em conformidade com aqueles preconizados pelo ICH (2005).

O Quadro 6 apresenta o valor da determinacdo do teor apresentado pela

amostra ADAP-1 durante a realizagao do teste de robustez.

Quadro 6: Teores de ADAP-1 frente as modificacdes realizadas pelo teste de robustez.

A . Propor¢céo FM DimensGes Fluxo
mostra
ACN:H2O | ACN: H20 Equipamento D;)R
ADAP-1 (66:34) (68:32) 120X4,6 mm 1,3 1,5 (%)
VIV VIV
0
18 2]
L ®© | Teor*
T E o 99,7 % 99,9 99,7 100,0 | 100,3 101,5 0,65
Ss|
O <
¥

*Teores relativos ao teor encontrado pelo doseamento da amostra adapaleno ADAP-1 em
condi¢cdes normais, considerando-se este como 100%.** Condi¢cdes cromatograficas normais
(CN): fase mével ACN:agua (67:33, V/V), fluxo de 1,4 mL.min™, coluna Merck (125x4,6 mm, 5
pm), equipamento 1 (SHIMADZU® LC-10ADVP), temperatura de andlise 20-25 T, detec ¢do
em 321 nm, volume de injecdo 20pl.

Os resultados obtidos na determinacdo do adapaleno SQR e amostra
ADAP-1, através de pequenas alteracbfes nas condicbes cromatograficas,

podem ser observados na Tabela 19.

A influéncia da variacdo de pH da fase moével foi um pardmetro estudado
na otimizacdo desta metodologia de analise. Modificando o pH da fase mével,
além de um melhor tempo de retencéo, diferencas na seletividade podem ser
observadas para compostos ionizaveis. Desta forma, o pH da fase mével foi um
parametro ndo modificado, para fim de avaliagdo da robustez do método por ter
sido parametro anteriormente otimizado durante a selecdo das condicdes

cromatograficas.

Em todas as condigOes testadas o DPR na determinacdo quantitativa foi
inferior a 2% (0,73%). A partir de variacbes na composicdo da fase movel,
constatou-se que volumes inferiores a 67% de acetonitrila resultam em um
aumento no tempo de retencdo em relacdo ao observado nas condicdes
otimizadas, assim como redugdo na assimetria do pico. O aumento na
propor¢cao de acetonitrila consequentemente reduziu o tempo de retencéo,

entretanto, manteve a assimetria apresentada pelas condicées normais.
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Tabela 19: Avaliacao da robustez do método de CLAE para determinacdo do adapaleno SQR
e amostra ADAP-1 em solugéo a 12 pg/mL.

L . T Retencdo (min.) Pratos tedricos Assimetria Fator Capacidade
Condigdes Normais
(TR) (N) (TF) (K)
SQR 6,92 7154 1,19 3,61
ADAP-1 6,88 7061 1,20 3,59
Coluna: C8 Merck ®(125 x 4.6 mm); Fase mével: ACN: H ,0 (67:33, V/V) * pH 2,5 (ajustado com &c. Fosférico  20%);
Fluxo da fase mével: 1,4 mL.min ; Equipamento 1 (SHIMADZU ® LC-10ADVP)
Modificagdes TR (min.) N TF K’
ACN: H,0 |8 7,12 3889 1,25 3,75
B (66:34)
3 -
> VIV g 7,13 3788 1,26 3,76
3 =
LL
3
& | acn:n.0 |§ 6,27 4537 1,19 3,18
o
g (68:32)
o -
VIVl 6,27 4466 1,20 3,18
C
ke g 6,54 4826 1,07 3,36
¢ s 120X46 |°
o]
E 0 6,53 4811 1,07 3,36
A a
<
é 7,26 7339 1,19 3,84
1,3
E 7,29 7288 1,20 3,86
o =
3
LL
g 6,44 5509 1,10 3,96
(7]
1,5
E 6,45 5682 1,10 3,96
=
g 7,13 2985 1,29 3,60
Equipamento ®
Numero 4 -
0 7,13 2903 1,30 3,62
Q
<

O numero de pratos tedricos apresentou reducdo em ambas as condi¢ées

testadas. Modificacbes nas dimensdes da coluna diminuiram a assimetria,

entretanto observou-se reducdo em todos os outros parametros. A reducdo no
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fluxo somente ocasionou aumento no tempo de retencdo e a modificagdo no

equipamento apenas melhorou o fator de capacidade.

De acordo com os resultados apresentados é possivel afirmar que o

meétodo proposto é robusto quando sujeito a pequenas variacoes.

5.2.4. Andlise comparativa dos métodos propostos para determinacdo do

adapaleno matéria-prima

Quando diferentes métodos de analise sao desenvolvidos, torna-se
importante compara-los estatisticamente, a fim de verificar se sdo equivalentes.
Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados obtidos na determinacdo do
adapaleno matéria-prima (ADAP-1) através dos métodos desenvolvidos por
VMA, UV e CLAE.

Tabela 20: Resultados obtidos na determinagc&o do adapaleno amostra (ADAP-1) por VMA, UV
e CLAE.

VMA uv CLAE

(n=6) (n=18) (n=18)

Teor médio (%) 99,5 99,9 100,1
DPR 0,30 0,61 0,50

Os métodos propostos foram analisados comparativamente, através do
teste de analise de variancia (ANOVA), considerando diferentes niameros de
repeticbes por tratamento. Dessa forma, os dados serdo analisados
presumindo-se a inexisténcia de diferencas significativas entre os métodos
desenvolvidos por VMA, UV e CLAE. Os valores utilizados para a comparacéo
entre 0s métodos foram os valores obtidos nos respectivos testes de preciséao,
apresentados nos itens 5.2.1.2 (Tabela 11), 5.2.2.2.3 (Tabela 14) e 5.2.3.2.5
(Tabela 18).

A avaliacdo estatistica, através da ANOVA, das determinacgbes do
adapaleno através dos métodos desenvolvidos por VMA, UV e CLAE esti
demonstrada na Tabela 34 em ANEXO.

Os resultados da analise de variancia (ANOVA) demonstraram nao haver

diferenca significativa entre os teores obtidos com os diferentes métodos
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desenvolvidos, ja que o F calculado é menor que o F critico (F calculado =
1,55609 < F critico = 3,23810). Deste modo, os métodos VMA, UV e CLAE
podem ser considerados equivalentes na determinacdo quantitativa do teor de
adapaleno e adequados para analise de rotina em controle de qualidade, sendo

portanto intercambiaveis.
5.3. ANALISE QUANTITATIVA DA FORMA FARMACEUTICA GEL

5.3.1. Espectrofotometria derivada na reqido do ultravioleta (UV-D)

5.3.1.1. Material e métodos

Os espectros de ordem zero e suas respectivas derivadas foram obtidos
na regiao do ultravioleta, entre 200 a 400 nm, utilizando espectrofotdmetro de
varredura Shimadzu modelo UV1601 PC, duplo feixe, banda espectral de 2 nm
e cubetas de quartzo de um centimetro de caminho Optico. A aquisicédo e a

andlise dos dados foram realizadas através do programa UVPC 39.

A SQR bem como a amostra de gel foram dissolvidas em etanol,
separadamente, de forma a se obter solugdo contendo 12 pg/mL. Também
foram preparadas solucdes etandlicas dos excipientes, separadamente, cujas

quantidades foram baseadas na literatura.

Os parametros para quantificacdo por espectrofotometria derivada na
regido do ultravioleta foram selecionados a partir de testes preliminares
utilizando solugbes de adapaleno SQR (12 pg/mL) e mistura dos excipientes do

gel.
5.3.1.1.1. Validac&o do método UV-D para a forma farmacéutica gel
5.3.1.1.1.1. Especificidade

A especificidade do método espectrofotométrico foi avaliada pela
sobreposicao entre os espectros de absorcdo obtidos entre a substancia de
referéncia e as solu¢des contendo os excipientes presentes no gel avaliados

individualmente e em conjunto, a partir da amostra simulada dos adjuvantes
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(ASA), o que permite avaliar a possivel interferéncia dos adjuvantes na
determinacao do adapaleno.

A concentracdo dos adjuvantes da formulacédo foi baseada na literatura
(KIBBE et al, 2000) e estdo apresentados no Quadro 7. A partir do peso total
de produto do contelido das bisnagas e das concentracdes percentuais meédias
descritas para cada adjuvante determinou-se o peso do conteudo referente aos
adjuvantes. Foram preparadas solucdes da SQR e do gel nas concentracdes

finais de 12 pg/mL, utilizando-se etanol como solvente.

A solucdo da ASA foi preparada calculando-se as quantidades de
adjuvantes referentes a 10 g de gel (quantidade exatamente pesada para
preparacdo da solucdo estoque de gel). As solucdes de trabalho tanto da
amostra (gel) como da ASA foram preparadas de acordo com a técnica descrita

no item 5.1 (Preparo das solugdes de trabalho).

Quadro 7: Concentracdes percentuais médias descritas para cada adjuvante.

Excipiente Concentracéao (%) *
Carbdmero (agente gelificante) 15
EDTA (agente sequestrante) 0,05
Fenoxietanol (conservante) 0,8
Hidréxido de sédio (ajuste de pH [16,5) g.s.p.
Metilparabeno (conservante) 0,2
Poloxamero (agente gelificante) 30,0
Propilenoglicol (umectante) 25,0

* Concentracdes percentuais médias (KIBBE, 2000).

Os parametros selecionados para determinacdo da especificidade por
espectrofotometria derivada na regiao do ultravioleta foram avaliados de acordo
com a capacidade de quantificacdo sem a presenca dos interferentes da
formulacdo: Derivada de primeira ordem (UV-D'), comprimento de onda
(305,0 nm), o delta lambda (4) e fator de escala (FE) 20. A selecdo dos
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parametros foi realizada de acordo com o item 5.3.1.2.1 (Aspectos
instrumentais e definicdo dos principais parametros da UVD).

5.3.1.1.1.2. Linearidade

A linearidade foi determinada atraves da construcéo de trés curvas padréao
desenvolvidas a partir da solugdo da SQR com cinco niveis de concentracao
cada, que foram avaliados em trés diferentes dias por espectrofotometria
derivada na regido do ultravioleta derivada em primeira ordem (UV-D%). A partir
das trés curvas a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) foram

determinados.

A partir de solugcdo da SQR em etanol na concentracdo de 100 pg/mL,
aliquotas de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL foram transferidas, com o auxilio de
bureta, para baldes volumétricos de 25 mL, completando-se os volumes com
etanol e obtendo-se concentracbes de 8,0, 10,0, 12,0, 14,0 e 16,0 pg/mL,

respectivamente.

Foram realizadas trés leituras para cada solucdo. A curva padrédo foi
obtida a partir dos valores das médias das absorvancias por espectrofotometria
derivada na regido do ultravioleta derivada versus concentracdo da SQR nas
solugdes correspondentes, obtendo-se o coeficiente de correlacdo e a equagao
da reta, através da regressdo linear calculada pelo método dos minimos
quadrados. Os resultados foram avaliados, estatisticamente, através da analise
de variancia (ANOVA).

5.3.1.1.1.3. Limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

Os LD e LQ foram determinados a partir dos dados da curva de

calibracdo, utilizando a seguinte equacao (ICH, 2005):

LD=330 LQ=100
IC IC

Onde:
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o: Desvio padrao médio do intercepto;
IC: Inclinag&o da curva de calibragéo.
5.3.1.1.1.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através de seis ensaios, realizados em
trés diferentes dias. As seis solucdes de adapaleno gel foram preparadas em
concentragcdes equivalentes a 12,0 ug/mL, em baldes volumétricos de 25 mL,
completando-se os volumes com etanol. A solucdo de adapaleno SQR foi

preparada em etanol na mesma concentracao de 12 pug/mL.

Foram realizadas trés determinagfes por espectrofotometria na regiao do
UV-D para cada solucdo de andlise. A concentracdo (C;) em pg/mL das

solucdes de gel, foi determinada a partir da equacao a seguir:

Ca = (Aa - Csor) / Asor
Onde:
A, = absorvancia da solu¢cdo amostra de adapaleno gel
Csor = concentracgéo da solucdo de SQR
Asor = absorvancia da solugéo de SQR

O teor (C%) de adapaleno na amostra de gel foi calculado de acordo com
a seguinte equagao:

C% = (C4 - 100) / C;
Onde:

Ca = concentragao da solugédo amostra de adapaleno gel

C: = concentracéo teorica da solugdo amostra de adapaleno gel

A determinacdo do teor de adapaleno no gel foi realizada a partir da
avaliacdo dos dados obtidos através da repetibilidade do método (preciséo

intradia) e do desvio padrdo relativo (DPR) entre as meédias das seis

determinacdes. A precisdo interdias (precisdo intermediaria) foi avaliada
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através do DPR obtido entre as médias das determinacdes, em trés diferentes

dias de analise.
5.3.1.1.1.5. Exatidao (Teste de recuperacao)

Preparou-se a solucdo de adapaleno SQR e amostra de gel (FF) a
100 pg/mL em etanol de acordo com a técnica descrita no item 5.1 (Preparo
das solucdes de trabalho). Aliquotas de cada uma das solugbes foram
transferidas com o auxilio de bureta para baldo volumétrico de 25 mL, de

acordo com os volumes e concentragdes finais descritos na Tabela 21.

Solugbes de adapaleno SQR e da amostra de gel (A) na concentracao
final de 8,0 ug/mL foram preparadas, separadamente, em balbes volumétricos
de 25 mL. Todas as solucdes finais de trabalho foram aferidas em seu volume

final com etanol P.A.

Tabela 21: Teste de recuperacdo por espectrofotometria UV-D*, A=305,0 nm.

Volume da solucdo amostra Volume da solucéo de Concentracéo final em
de adapaleno FF (mL)* adapaleno SQR (mL)* baldo vol. 25 mL (ug/mL)
SQR - 2,0 8,0
A 2,0 - 8,0
R1 2,0 0,5 10,0
R2 2,0 1,0 12,0
R3 2,0 1,5 14,0

* Solugao a 100 pug/mL

O teor recuperado de adapaleno SQR foi calculado a partir da equacao

que segue.
R% = [(CR* - CA) / CSQR] - 100
Onde:

CR* = Concentracdo de adapaleno encontrada na amostra de gel
adicionada de SQR (ug/mL); Sendo R* = R1, R2 ou RS3;

CA = concentracao da solucdo amostra de adapaleno gel (ug/mL);
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CSQR = concentracdo da solucao de adapaleno SQR (pg/mL).
5.3.1.2. Resultados e discussao

A espectrofotometria derivada consiste na diferenciacdo de um espectro
baseada na transformacdo matematica do espectro normal (ordem zero) em
um espectro derivado, eliminando a influéncia da linha de base ou da matriz na
representacdo da derivada da absorvancia em funcdo do comprimento de

onda.

A diferenciacdo da lei Lambert-Beer permite obter as equacdes
apresentadas, que demonstram que as derivadas d"A/dA" sdo sempre
proporcionais as concentra¢gées do analito (OJEDA & ROJAS, 2004; ROCHA &
TEIXEIRA, 2004).

dA/dA = c-b- (de/dA)
d?A/dA? = c-b-(dPe/dA?)
d"A/dA" = c-b- (d"e/dA")

E Gtil para melhorar a resolucdo em espectros de misturas ou compostos
contaminados por produtos de degradacdo, pois aumenta a deteccdo de
caracteristicas espectrais menos evidentes, reduzindo o efeito de interferéncias
espectrais de fundo. E uma técnica analitica de grande utilidade para
apresentar informacdes quali e quantitativas dos espectros de compostos que
apresentam sobreposicdo de bandas, utilizando a primeira derivada ou
derivadas mais elevadas (OJEDA & ROJAS, 2004).

Esta técnica oferece uma alternativa para aumentar a sensibilidade e a
especificidade na analise espectrofotométrica. A derivada ndo aumenta o
conteudo de informacdo de um espectro, mas permite a discriminacdo das
interferéncias de bandas largas, geradas pela turbidez ou absorcdo né&o
especifica da matriz (KAZEMIPOUR et al.,, 2002). A espectrofotometria
derivada foi desenvolvida, como método alternativo ao CLAE, para a
quantificacdo do adapaleno no gel, visando utilizad-la no controle de qualidade

desta forma farmacéutica.
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5.3.1.2.1. Aspectos instrumentais e definicdo dos parametros da UV-D

O aumento de sensibilidade verificado na espectrometria derivativa é
baseado na observacdo de que a ordem da derivagdo em relacdo ao
comprimento de onda é inversamente proporcional a largura de banda do
espectro. Por esta razao, a sensibilidade em métodos derivativos depende néo
somente dos parametros instrumentais como também das caracteristicas do
espectro de absorcdo (OJEDA & ROJAS, 2004).

Testes preliminares, utilizando solu¢des de adapaleno SQR e da forma
farmacéutica gel na concentragdo de 12 pg/mL, foram realizados para
identificacdo da interferéncia dos adjuvantes da FF na quantificagdo do
farmaco (Figura 30-A). A partir dos espectros de ordem zero da amostra
simulada dos adjuvantes do gel (ASA), pode-se observar a sobreposicado das
bandas espectrais, dificultando a utilizacdo da espectrofotometria de UV
cladssica para a sua quantificagdo em presenca dos adjuvantes do gel (Figura
30-B).

4,000, T T T 4,000 : : .

(A} {B)

3.000- o 3.000

&
2.000 7y 2.000

1-000“/ SQR 4 100

0.000 L L L 0,000 1

200.0 2500 3000 3500 4000 2000 2500 300.0 3500 4000
wiavelength [nm.) wiavelength [nm.]

Figura 30: Sobreposicdo de espectros na regido do UV na ordem zero

(A): Forma Farmacéutica gel (FF) em etanol (12pg/mL), SQR em etanol (12ug/mL); (B):
Amostra Simulada de adjuvantes (ASA), SQR em etanol (12ug/mL).

*composicdo da ASA: Carbdmero, EDTA, fenoxietanol, NaOH, metilparabeno, poloxamero e
propilenoglicol.

As exigéncias instrumentais para a espectroscopia derivada séo,
geralmente, similares aquelas da espectroscopia convencional; entretanto a
reprodutibilidade e a relacdo sinal-ruido sdo parametros muito mais
significativos. Pequenos erros do comprimento de onda podem conduzir a erros
muito maiores na derivada do que na espectrofotometria normal. Apesar de a

relacdo sinal/ruido tornar-se progressivamente pior com o aumento da ordem
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da derivada, geralmente o ruido diminui com o aumento de AN (KARASEN &
ALTINOZ, 2000; OJEDA et al., 1995).

De acordo com a figura 31 em maior escala, pode-se identificar que
mesmo na faixa de comprimento de onda entre 295 a 380 nm (faixa em que
aparentemente ha reducéo da influéncia dos adjuvantes) ainda observa-se a
sobreposicao das bandas espectrais na quantificagdo do farmaco, confirmando
a hipotese da necessidade da derivacao.

1.001

C e T

0,001 L L T
2800 3000 3200 3400 360.0 3800
‘wWavelength [hm ]

Figura 31: Espectros na regido do UV ordem zero (ampliado).

SQR em etanol (12pg/mL); ASA: Amostra Simulada de adjuvantes em etanol.

A escolha da ordem da derivada foi realizada de acordo com as
caracteristicas do espectro, mais especificamente, observou-se em que ordem
de derivacdo o espectro do adapaleno SQR apresentou as melhores
intensidades para quantificacdo do farmaco nos maximos de absor¢cdo em que

h& anulacdo dos adjuvantes do gel.

Os espectros derivados (SQR e ASA) foram obtidos a partir do espectro
de ordem zero e foram tracados no intervalo de 200 a 400 nm nas diferentes
ordens de derivada. Devido a interferéncia dos adjuvantes no método testado,
foram tracados espectros derivados de 18, 223 32 e 42 ordem, na regiao do
ultravioleta, a fim de se obter condi¢Ges ideais e selecionar o comprimento de
onda adequado para o método. A Figura 32 mostra 0s espectros de primeira,
segunda, terceira e quarta derivadas, indicando as regides ou pontos de

anulacdo da ASA.

De acordo com os resultados apresentados pelos espectros, inicialmente

foram selecionadas a primeira, segunda e terceira ordens para quantificacdo do
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adapaleno em presenca dos adjuvantes do gel. A primeira derivada apresentou
uma ampla faixa de comprimento de onda de total anulacéo dos adjuvantes em
relacdo ao farmaco. Os espectros de segunda e terceira ordens (Figura 32-B e
32-C) apresentaram cada um somente um comprimento de onda onde né&o
ocorre interferéncia dos adjuvantes em 246,6 nm (UV-D?) e 239,3 nm (UV-D?),
respectivamente, nos quais teoricamente, o adapaleno poderia ser
determinado. O espectro de quarta ordem foi descartado por ndo apresentar

nenhum comprimento de onda de anulacdo dos adjuvantes.
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Figura 32: Espectros de absorcdo de primeira (A), segunda (B), terceira (C) e quarta derivada (D)

do adapaleno 12 pg/mL em etanol.

Comprimentos de onda referentes aos pontos de anulacdo da ASA, para a analise quantitativa.

Entretanto, utilizando o programa UVPC39 e diferentes valores de delta
lambda (AA) e de fator de escala, para segunda e terceira derivadas, esses
espectros foram transformados, buscando definir as melhores condices para
a quantificacdo desta forma farmacéutica, através da técnica do ponto de
anulacdo. Nenhum dos dois comprimentos de onda selecionados para segunda
e terceira derivadas manteve anulacdo nos comprimentos de onda referidos,
quando avaliados posteriormente. Dessa forma, a primeira derivada foi a ordem
derivativa escolhida para quantificacdo do adapaleno, pois foi a que apresentou
as melhores repostas em relacdo a intensidade para quantificacdo do farmaco,
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nos testes preliminares, nos maximos de absor¢cdo em que ha anulagdo dos
adjuvantes do gel. As demais ordens derivativas avaliadas ndo apresentaram

perfis adequados para quantificacdo do adapaleno em sua forma farmacéutica.

A partir da avaliagcdo dos espectros submetidos a variagbes de A\ e fator
de escala em primeira ordem foram escolhidos os parametros utilizados para
validacdo da metodologia analitica para quantificacdo do adapaleno na forma
farmacéutica gel por espectrofotometria derivada na regido do ultravioleta:
derivada de primeira ordem (UV-D%), delta lambda (A\) 4 e fator de escala (FE)
20. Para a escolha dos parametros foram consideradas a forma do espectro da
derivada, a seletividade, a relacéo sinal-ruido e a largura da banda espectral. O
meétodo desenvolvido foi testado em misturas com equivalentes propor¢cdes da
ASA e de SQR (8,0, 10,0, 12,0, 14,0 e 16,0 pg/mL) a fim de se confirmar a
eliminacdo da influéncia da absor¢do dos adjuvantes na formulagéo (Figura
33).
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3,00 . .
320,

. . o601 .
2000 2500 2000 3500 4000 2800 2000 0
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e

~0.500)

3400 3600 3800

(A) 200-400 nm (B) 280-380 nm.

Figura 33: Espectro de absorcéo com diferentes proporcdes da SQR e ASA

v Confirma a eliminacdo da influéncia da absorcdo dos adjuvantes na formulacao.
Parametros utilizados para derivagao: UV-D', A\=4 e FE 20;

A Figura 34 apresenta o0 espectro gerado tanto para forma farmacéutica
guanto para a SQR e amostra simulada de adjuvantes, a partir dos parametros
selecionados. Trés comprimentos de onda foram inicialmente selecionados
(305,0, 337,0 e 339,0 nm), para a determinacdo do adapaleno no gel e
correspondem aos pontos de anulacdo da ASA, na regiao entre 280 e 380 nm.
A partir dos resultados obtidos por trés curvas-padrdo geradas a partir dos

espectros de primeira ordem, nos trés comprimentos de onda utilizados para
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determinacdo do adapaleno na FF, foram analisados os coeficientes de
correlacdo e a regresséao linear pelo método dos minimos quadrados.

305,0 nm

SQR
FF

L=
T

r ASA 1

337,0 nm
339,0 nm

1 L
2800 nm 3300 nm 3800 nm
Wavelength (nm.)

Figura 34: Espectros de absorcéo de primeira derivada do adapaleno 12 ug/mL em etanol.

Comprimentos de onda referentes aos pontos de anulacdo da ASA, para a determinagcédo do
adapaleno (305,0; 337,0 e 339,0 nm); AA=4 e fator de escala de 20.

As trés curvas-padrao tracadas nos trés comprimentos de onda
selecionados apresentaram coeficiente de correlagdo (r) com o critério minimo
aceitavel de acordo com a resolugdo RE 899 (BRASIL, 2003), r = 0,99. Dessa
forma, o critério de selecdo do comprimento de onda utilizado durante a
validacdo do método analitico foi estabelecido pelo valor de (r) que
apresentasse valores mais préximos da unidade (1,0). Os resultados obtidos
demonstram que em 3050 nm as solugcdes avaliadas apresentam as
absorvancias mais adequadas para a realizacdo da andlise (r=0,99994).

5.3.1.2.1.1. Especificidade

A partir da andlise da estrutura quimica de cada um dos adjuvantes que
compdem a forma farmacéutica gel, pode-se observar que apenas o0s
conservantes utilizados na formulagdo, metilparabeno (MP) e fenoxietanol (FN)
(Figura 35), possuem ligas duplas conjugadas com grupamentos cromoforos

capazes de serem detectados por espectrofotometria na regiao do UV.

OH O~ op

O
H,C” |

O (A (B)

Figura 35: Estrutura quimica do metilparabeno (A) e fenoxietanol (B).
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Desta forma, para determinagdo da especificidade foram analisados o0s
espectros gerados pela ASA (Figura 36) e por cada um dos adjuvantes
individualmente em ordem zero (A) e em primeira derivada (B) de acordo com
0S parametros anteriormente selecionados. Os resultados dos espectros
confirmaram que os maximos de absorcdo detectados pela espectrofotometria

na regido do UV ocorrem principalmente devido a intensa absor¢cdo dos

conservantes MP e FN presentes na formulacao.

A figura (36-A) apresenta a sobreposi¢cao dos espectros adjuvantes (MP e
FN) e SQR confirmando a interferéncia dos adjuvantes na formulagdo nos
espectros de ordem zero. O espectro da FF confirma o perfil do espectro
resultante do somatorio das bandas espectrais dos interferentes (MP e FN) na
quantificacdo do farmaco. Da mesma forma, observa-se a auséncia de
interferentes no espectro de primeira derivada, com absorvancia nula no
comprimento de onda de 305,0 nm, o que permite a determinacao quantitativa

do adapaleno na presenca destes adjuvantes (figura 36-B).
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Figura 36: (A) Espectro UV-Ordem Zero. (B) Espectro UV-D'. FF (forma farmacéutica gel),
SQR, MP (metilparabeno), FN (fenoxietanol).
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5.3.1.2.1.2. Linearidade

A partir de solucdes de adapaleno SQR nas concentragdes de 8,0 a
16,0 ug/mL em etanol, foram construidas trés curvas padrédo. Na Tabela 22
encontram-se os valores das absorvancias derivadas meédias correspondentes
ao adapaleno, obtidas na curva padrao, referentes a cada diluicdo da SQR. Os
espectros obtidos das solu¢gbes de adapaleno SQR nas concentracdes de 8 a

16 pg/mL em etanol, em ordem zero e UV-D* sdo apresentados na Figura 37.

A partir de solucdes de adapaleno SQR com 5 niveis de concentracéo
de 8,0 a 16,0 ug/mL foram construidas trés curvas padrao analisadas em trés
diferentes dias. A curva esta representada na Figura 38 juntamente com a

equacdao da reta e o coeficiente de correlacéo (r).
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Figura 37: Espectros das solu¢Bes de adapaleno SQR nas concentra¢gfes de 8 a 16 yg/mL
referentes a curva padrdo em etanol

Tabela 22: Valores de absorvancia obtidos para a curva padrdo do adapaleno por UV-D',
A=305,0 nm.

3e0.0

Concentrago Absorvancias*
(Hg/mL) 1°dia 2°dia 3°dia Média + e.p.m DPR%
8,0 0,1897 0,1869 0,1900 0,1889 + 0,0005 0,88
10,0 0,2377 0,2368 0,2409 0,2385 + 0,0007 0,85
12,0 0,2890 0,2819 0,2904 0,2871 +0,0014 1,40
14,0 0,3380 0,3303 0,3368 0,3350 + 0,0014 1,23
16,0 0,3864 0,3792 0,3866 0,3841 +0,0014 1,10

* Média de trés determinacdes, e.p.m. — erro padrdo da média, DPR — desvio padrao relativo
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Figura 38: Representacdo da curva padrdo média do adapaleno para UV-D* (A\=305,0 nm).

Para verificar se a equacao de regressao € estatisticamente significativa
efetuou-se o teste de analise de variancia (ANOVA). A Tabela 35 em ANEXO
apresenta os valores dos tratamentos estatisticos dos valores experimentais

obtidos paras as curvas padrdo, em etanol, através de analise de variancia .

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos por UV-D! indica
que a curva padrao obtida apresenta regressao linear significativa (p < 0,05) e
nao apresenta desvio de linearidade. O coeficiente de correlacédo (r = 0,99994)
esta de acordo com as especificacbes e apresenta a correlagdo entre as
absorvancias e a concentracdo do farmaco, indicando que o método € linear na

faixa de concentracdo de 8,0 a 16,0 pg/mL.
5.3.1.2.1.3. Limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

Os valores referentes a analise dos limites de deteccdo (LD) e

quantificacdo (LQ) calculados encontram-se na Tabela 23.

Tabela 23: Resultados dos limites de deteccao e quantificacdo, obtidos por espectrofotometria
na regido do ultravioleta derivada.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 8 — 16 pg/mL
Equacéo: y=bx + a y =0,0243x + 0,005
Inclinacéo (b) + desvio padréao 0,0243 + 0,0006
Intercepto (a) + desvio padréo 0,005 + 0,0026
Coeficiente de correlacao (r) 0,99994
Limite de detecgéo (LD) 0,37 pg/mL
Limite de quantificacéo (LQ) 1,12 pg/mL
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5.3.1.2.1.4. Precisao

A precisdo do meétodo foi avaliada através dos DPR’s intradia
(repetibilidade) e interdia (precisdo intermediaria). Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 24.

Os valores de DPR apresentados pelo ensaio de repetibilidade e precisédo
intermediaria indicam que o0 método proposto é preciso quando executado em
um curto periodo de tempo, efetuados sob as mesmas condicbes e em um

mesmo laboratorio, obtido em dias diferentes.

Tabela 24: Precisao intra e interdias das amostras de adapaleno forma farmacéutica (FF) gel
por espectrofotometria uv-D..

Teor (%) das solu¢gbes de ADAP-1 (12,0 pg/mL)

Amostras
1°dia 2°dia 3°dia
1 100,5 102,5 100,7
2 100,8 100,6 102,4
3 101,1 101,9 102,8
4 101,0 99,6 99,7
5 104,1 98,8 102,6
6 102,6 100,8 101,8
Teor Médio intradia (%) 101,7 100,7 101,7
e.p.m () 0,56 0,51 0,57
DPR intradia % 1,36 1,22 1,38
Média Interdias 101,4
DPR interdias % 0,59

e.p.m. — erro padrao da média; DPR — desvio padrédo relativo
5.3.1.2.1.5. Exatidao (Teste de recuperagéao)

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Para formas
farmacéuticas em que as amostras de todos os componentes do medicamento
estdo disponiveis, utiliza-se o método da adicdo de padrédo, no qual adiciona-se
guantidades conhecidas do analito (SQR) ao medicamento (BRASIL, 2003).
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A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacdo do
adapaleno SQR. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Resultados obtidos para o teste de recuperacdo do adapaleno SQR por
espectrofotometria UV-D*, A= 305,0 nm.

Concentracdo média
Concentracéo Concentracdo o
de SQR recuperada Recuperacdo Média (%)
da amostra SQR adicionada

o gmD) (Mg/mL) + DPR (%) (%) + DPR (%)
(n=3)

2,04 + 0,95 101,9

R, 8,0 2,0 2,01 + 0,55 100,7 100,3 +1,77
1,96 + 0,13 98,4
4,03+ 0,58 100,7

R, 8,0 4,0 4,08+ 0,57 101,9 100,9 + 0,95
4,00 + 0,37 100,0
5,90 + 0,34 98,0

Rs 8,0 6,0 6,00 + 0,91 99,9 99,4 +1,27
5,86 + 0,05 100,4

Recuperacao média (%) = 100,2 (98,0 - 101,9), DPR =0,72

Os resultados apresentados comprovam que o método proposto é exato,
sendo que a faixa de recuperacdo obtida variou de 98,0 a 101,9% e o

percentual médio de recuperacgéo foi equivalente a 100,2%.

5.3.2. Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE)

5.3.2.1. Material e métodos

Para quantificacdo do adapaleno gel foram utilizados os mesmos
equipamentos e parametros descritos na validacdo do método CLAE para a
matéria-prima de acordo com o item 5.2.3.1.
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5.3.2.1.1. Validacdo do método CLAE para a forma farmacéutica gel
5.3.2.1.1.1. Especificidade
a) Meétodo frente a ASA

A especificidade do método foi avaliada quanto ao perfil cromatografico
obtido pela SQR e pelas solugbes contendo os adjuvantes da forma
farmacéutica, avaliados individualmente e em conjunto, a partir da amostra
simulada dos adjuvantes (ASA), o que permite avaliar a possivel interferéncia

dos adjuvantes na determinacéo do adapaleno.

A composicao e a concentracdo dos adjuvantes da formulacao utilizados
na avaliacdo da especificidade pelo método de CLAE foram o0s mesmos
utilizados na solucédo da ASA preparada de acordo com a técnica descrita no
item 5.3.1.1.1.1 (Especificidade/Espectrofotometria derivada na regidao do
ultravioleta (UV-D)). Foram preparadas solucdes da SQR e da amostra de gel
nas concentracoes finais de 12 pug/mL, utilizando-se fase mével como solvente
de acordo com a técnica descrita no item 5.1 (Preparo das solucdes de
trabalho).

b) Meétodo frente a degradacdo forcada

A especificidade do método também foi estabelecida pela determinacéo
da pureza dos picos cromatograficos utilizando detector de arranjo de

fotodiodos (DAD), durante a avaliacéo dos testes de degradacao forcada.

Solugdes de adapaleno na forma farmacéutica gel foram submetidas a
condicbes de estresse com o objetivo de forcar a formacédo de produtos de
degradacédo. As solucdes foram expostas as mesmas condi¢cdes estabelecidas
para a SQR: hidrdlise acida e alcalina, degradacéo térmica, fotOlise e estresse
oxidativo, sendo todas as solucfes, submetidas a exposi¢cdo por um periodo

nao inferior a 72 horas.

Trés solucbes foram preparadas para realizacdo da andlise, sendo uma
mantida sob condicbes normais e as outras duas (amostra de gel e ASA)

submetidas aos diferentes tipos de degradacdo. As solucdes de amostras de
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gel foram preparadas de forma a apresentarem, ao final do ensaio,
concentracdes equivalentes a 12,0 pg/mL.

As condicdes de estresse, bem como o preparo de cada uma das
solucbes estdo descritos em 5.2.3.1.1.2 Especificidade (matéria-prima)
/ICromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Todas as solucdes finais
obtidas foram neutralizadas (quando necessario), e centrifugadas antes de
serem injetadas no cromatografo. Os resultados foram comparados com os da
ASA e da amostra de gel ndo submetida as degradacdes a fim de se detectar

possiveis interferentes na especificidade do método.
5.3.2.1.1.2. Linearidade

A linearidade do método foi determinada de acordo com a validacéo por

meétodo de CLAE para matéria-prima descrita no item 5.2.3.1.1.3.
5.3.2.1.1.3. Limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de deteccéo e quantificacao foram determinados de acordo com
a validacdo por método de CLAE para matéria-prima descritos no item
5.2.3.1.1.4.

5.3.2.1.1.4. Precisao

A precisdo do método foi avaliada atraveés de seis ensaios, realizados em
trés diferentes dias. As seis solucdes de adapaleno gel foram preparadas em
concentracfes equivalentes a 12,0 pug/mL, em balGes volumétricos de 25 mL,
completando-se os volumes com a respectiva fase movel. A solucdo de SQR
foi preparada em concentracdo de 12 pg/mL de acordo com a técnica descrita

no item 5.1 (Preparo das solucdes de trabalho).

Foram realizadas trés injecbes para cada solucdo de analise. A
concentracdo (C,) em pg/mL das solucbes de gel, foram determinadas de

acordo com a equacao abaixo:

Ca = (Aa " Csor) / Asgr
Onde:
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A, = &rea absoluta do pico para a solu¢gdo amostra de gel;
Csor = concentracao da solucao SQR;

Asqr = area absoluta do pico para a solugéo SQR.
O teor (C%) de adapaleno foi calculado a partir da seguinte equacéao:

C% = (C, - 100) / C;
Onde:

Ca = concentracao da solucdo amostra de gel;

C: = concentracdo tedrica da solucdo amostra de gel.

Todas as solugbes finais obtidas foram centrifugadas antes de serem
injetadas no cromatégrafo. A repetibilidade do método (precisdo intradia) foi
avaliada através do desvio padréo relativo (DPR) entre as médias das areas
obtidas pelo cromatégrafo através das seis injecdes. A precisdo interdias
(precisdo intermediaria) foi avaliada através do DPR obtido entre as médias
das areas obtidas, em trés diferentes dias de andlise.

5.3.2.1.1.5. Exatidao (Teste de recuperacao)

Preparou-se a solucdo de adapaleno SQR e amostra de gel a 100 pg/mL
em etanol de acordo com a técnica descrita no item 5.1 (Preparo das solugdes
de trabalho). Aliquotas de cada uma das solu¢des foram transferidas com o
auxilio de bureta para baldo volumétrico de 25 mL, de acordo com os volumes

e concentracdes finais descritos na Tabela 26.

Tabela 26: Solugdes para o teste de recuperacdo por CLAE.

Volume da solucao de
adapaleno produto
acabado (mL)*

Volume da solucéo de Concentracéo final em
adapaleno SQR (mL)* baldo vol. 25mL (ug/mL)

SQR - 2,0 8,0
A 2,0 - 8,0
R, 2,0 0,5 10,0
R, 2,0 1,0 12,0
Rs 2,0 15 14,0

* Solugao a 100 pug/mL
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Solucbes de adapaleno SQR e da amostra de gel (A) na concentracao
final de 8,0 ug/mL foram preparadas, separadamente, em balbes volumétricos
de 25 mL. Todas as solucdes finais de trabalho foram aferidas em seu volume
final com a respectiva fase movel tendo sido centrifugadas antes de serem
injetadas no cromatégrafo. O teor recuperado de adapaleno SQR foi calculado

a partir da equacao que segue.
R% = [(CR* — CA) / CSQR] - 100
Onde:

CR* = Concentracdo de adapaleno encontrada na amostra de gel
adicionada de SQR (pug/mL); Sendo R* = R1, R2 ou RS;

CA = concentracao da solucdo amostra de adapaleno gel (ug/mL);

CSQR = concentracédo da solucao de adapaleno SQR (pg/mL).
5.3.2.1.1.6. Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de variagbes nas
condicbes cromatograficas estabelecidas, tais como: utilizacdo de coluna de
tamanho diferente (de 12,5 cm para 12,0 cm), mudanca na proporcéo de fase
movel (de 67% de ACN para 66 e 68%), fluxo diferenciado (de 1,4 mL.min™
para 1,3 e 1,5 mL.min) e equipamento. Para este teste foram preparadas
solucdes de adapaleno FF gel, na concentracdo de 12 ug/mL, de acordo com a

técnica descrita no item 5.1 (Preparo das solucdes de trabalho).

Cada parametro foi modificado individualmente para avaliar seu efeito. Em
cada condicao, amostras foram injetadas em triplicata (n = 3) e analisadas

frente a uma solucdo padrao de trabalho em condigbes normais.
5.3.2.2. Resultados e discusséo

A escolha dos parametros utilizados para a determinacdo do adapaleno
na forma gel foi a mesma utilizada na determinacdo da matéria-prima conforme

descrito no item 5.2.3.2.
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O tempo de retencdo obtido para o adapaleno na FF gel foi de
aproximadamente 6,9 minutos. Os cromatogramas obtidos das solucdes de
adapaleno SQR e do gel em concentracdo de 12 pg/mL, de acordo com as

condicOes estabelecidas estdo apresentados abaixo (Figura 39).
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Figura 39: Cromatograma obtido com a solucdo de amostra de adapaleno FF gel (A), e SQR
(B) na concentracao de 12 pug/mL.

* CondicBes cromatograficas: coluna C8 fase reversa LiChrocart®/Li Chrospher®, Merck ® (125
mm x 4,6 mm, 5 um); fase maével: acetonitrila / dgua pH 2,5 ajustado com &acido fosférico
(67:33) (v:v); temperatura de analise 20-25 C,vazdo: 1,4 mL/ min; volume injetado: 20 pL,
detecgdo (UV/A= 321 nm).

* Os cromatogramas estdo deslocados apenas para melhor visualizacdo de seu perfil.

No Quadro 8 encontram-se o0s valores médios dos parametros
cromatograficos obtidos para a solucdo padrdo e amostra de FF gel (12
pg/mL) a partir das condi¢des cromatogréficas selecionadas

Quadro 8: Parametros cromatograficos observados para a solucdo de amostra de
adapaleno FF gel (A) e SQR (B) na concentracéo de 12 pg/mL.

) Valores médios observados
Parametros cromatograficos
SQR FF gel
Tempo de retencéo (minutos) 6,92 6,89
Fator de capacidade (K) 3,61 3,59
Assimetria ou Fator de cauda (TF) 1,19 1,21
Numero de pratos teéricos (N) 7154 6996
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5.3.2.2.1. Validacao do método CLAE para a forma farmacéutica gel
5.3.2.2.1.1. Especificidade
a) Método frente a ASA

A especificidade do método foi determinada através da avaliacdo dos
perfis cromatogréfico obtidos com as solu¢bes de adapaleno SQR, ASA, e
etanol (solvente primario das dilui¢cdes), a fim de avaliar a possivel interferéncia
destes na determinacdo do analito. Os cromatogramas obtidos estédo

apresentados na Figura 40.

AL
B

Figura 40: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos através de andlise por CLAE das
solucdes de adapaleno (A), amostra simulada de adjuvantes (ASA) e etanol (C).

*CondicBes cromatogréaficas: coluna C8 fase reversa LiChrocart®/Li Chrospher®, Merck © (125
mm x 4,6 mm, 5 um); fase movel: acetonitrila / agua pH 2,5 ajustado com &cido fosférico
(67:33) (v:v); temperatura de analise 20-25 T,vazdo: 1,4 mL/ min; volume injetado: 20 pL,
deteccdo (UV/A= 321 nm).

*Os cromatogramas foram deslocados para facilitar a visualizagéo.

De acordo com os perfis cromatograficos obtidos, foi possivel evidenciar
que a solucdo preparada com a ASA nao interfere na determinacdo do
adapaleno, visto que ndo apresenta picos no tempo de retencdo do analito em

estudo.
b) Método frente a degradacao forcada

As solugcbes de adapaleno preparadas a partir da amostra da forma
farmacéutica gel foram submetidas a condigcbes extremas, com intuito de

provocar a formacdo de potenciais produtos de degradacédo e avaliar a sua
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possivel interferéncia na determinacdo do adapaleno em seu produto acabado.
As solugdes foram submetidas a hidrolise acida e alcalina, degradagéo térmica,

fotolise e estresse oxidativo.

A avaliacdo do método quanto a sua especificidade para o adapaleno FF
foi realizada também frente aos adjuvantes da formulagcéo através da amostra
simulada de adjuvantes (ASA). O acompanhamento da degradacao forcada da
SQR foi realizado pela analise do teor, através da metodologia desenvolvida
neste trabalho. Com o auxilio de detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foi

verificada a pureza do pico cromatografico.

A solucdo de FF gel submetida ao tratamento com HCI| 1M (Figura 41-A),
apresentou decréscimo de aproximadamente 0,8% no seu teor, entretanto nédo
se observou formacéo de picos adicionais, bem como nao houve diminuicdo da
pureza do pico. Nas solu¢gBes submetidas & degradagdo basica (NaOH 1M) e
térmica (80 ) (Figuras 41-B e 41-C) ndo houve ap arecimento de potenciais
produtos de degradacédo uma vez que ndo houve presenca de picos adicionais,
bem como ndo houve alteracdo significativa nos teores de adapaleno

observados, nem na pureza do pico cromatografico.

O teste de fotdlise (352 nm) (Figura 41-D), apresentou reducdo no teor
(22,2% do teor inicial), entretanto igualmente ndo houve aparecimento de picos
secundarios, nem reducao na pureza do pico cromatografico. Na solucéo de
adapaleno SQR submetida ao tratamento com perdxido de hidrogénio (Figura
41-E), a analise do teor revelou decréscimo de aproximadamente 1,23% no seu
teor, entretanto ndo houve diminuicdo da pureza do pico cromatografico nas

condicbes apresentadas

N&o foram verificadas também alteracfes significativas nos tempos de
retencdo ou interferéncia dos solventes, ASA ou impurezas nos
cromatogramas. A Tabela 27 mostra os percentuais médios de degradacéo e a
pureza dos picos cromatograficos adapaleno FF apos ter sido submetidos aos

testes de estresse.
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Figura 41: Especificidade (CLAE) para o adapaleno FF: cromatogramas dos estudos de
degradacéo forcada.
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(A) hidrolise acida (HCI 1M) (B) hidrélise basica (NaOH 1M), (C) degradacéo térmica (80 ),
(D) fotdlise (UV A=352 nm) e (E) teste de oxidacéo (H,O, 30%, V/V).

* Condicdes cromatograficas: fase movel acetonitrila:agua (67:33, V/V), fluxo de 1,4 mL/minuto,
coluna LiChrocart®/LiChrospher® Cs Merck (125x4,6 mm, 5 um), temperatura de andlise 20-25
T, deteccao em 321nm, volume de injecao 20pl.

N&o houve diminuicdo da pureza dos picos apresentados, 0 que pode
indicar que a degradacdo do adapaleno, de acordo com os resultados
apresentados nos teste de degradacao forcada com a SQR, apresenta-se
como um composto de baixa massa molecular e néo interferente na anélise

quantitativa do farmaco.

Todos os indices de pureza, obtidos pelo DAD, foram de 1,0000
indicando a homogeneidade do pico. Dessa forma, o método desenvolvido
pode ser utilizado para a determinacao do adapaleno FF na presenca de seus
produtos de degradacdo, sendo considerado seletivo para o farmaco nas

condi¢cOes experimentais apresentadas.
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Tabela 27: Percentual médio de degradacéo e pureza dos picos cromatograficos do adapaleno
FF.

ADAPALENO FF
Condicdes de estresse

Teor degradado (%)

HCI1,0M 0,78
NaOH 1,0 M 0
Temperatura (80 ) 0

UV 352 nm 22,2

H,0, 30% V/V 1,23

5.3.2.2.1.2. Linearidade

A linearidade do método pertinente a validacdo do método de CLAE para
quantificacdo do adapaleno, foi comprovada e esta descrita no item 5.2.3.2.3. A
curva padréo utlizada para quantificacdo do adapaleno na sua forma
farmacéutica, foi a mesma utilizada na validacdo do método de CLAE para

quantificacdo do adapaleno matéria-prima.
5.3.2.2.1.3. Limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de deteccéo e quantificacao foram determinados de acordo com
a curva padrao apresentada na validacdo por método de CLAE para matéria-

prima, sendo, portanto, os mesmos descritos no item 5.2.3.2.4.
5.3.2.2.1.4. Preciséao

A precisdo do método foi avaliada atravées dos DPR’s intradia
(repetibilidade) e interdia (precisdo intermediaria). Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 28.

118



5. Desenvolvimento e validacdo de metodologia de andlise quantitativa

Tabela 28: Resultados obtidos em trés diferentes dias na quantificacdo das amostras de
adapaleno forma farmacéutica (FF) gel por CLAE para avaliac&o da precisdo intra e interdias.

Teor (%) das solugdes de gel

Amostras
1°dia 2°dia 3°dia
1 99,9 98,2 1014
2 101,0 99,6 101,5
3 100,1 99,9 101,5
4 103,4 99,2 101,6
5 100,4 99,2 102,1
6 100,0 100,0 102,4
Teor Médio intradia (%) 100,8 99,4 101,7
e.p.m () 0,55 0,26 0,16
DPR intradia % 1,34 0,65 0,38
Média Interdias 100,6
DPR interdias % 1,19

e.p.m. — erro padrao da média; DPR — desvio padrédo relativo

Os valores de DPR apresentados pelo ensaio de repetibilidade e precisao
intermediaria indicam que o método proposto é preciso quando executado em
um curto periodo de tempo, efetuados sob as mesmas condicbes e em um

mesmo laboratorio, obtido em dias diferentes.
5.3.2.2.1.5. Exatidao (Teste de recuperacao)

A exatiddo do método foi avaliada através do teste de recuperacdo do
adapaleno SQR em presenca de quantidades conhecidas da solugcdo de FF

gel. Os resultados encontram-se apresentados na Tabela 29.

Os resultados apresentados comprovam que o método proposto é exato,
sendo que a faixa de recuperacdo obtida variou de 98,5 a 101,8% e o
percentual médio de recuperacgéo foi equivalente a 100,8%.
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Tabela 29: Resultados obtidos para o teste de recuperacdo do adapaleno SQR por CLAE,

detecgdo UV (A= 32

1,0 nm).

Concentragao

Concentragao

Concentracdo média

de SQR recuperada  Recuperacéo Média (%)
da amostrade SQR adicionada
FF (ug/mL) (ug/mL) (Mg/mL) £ DPR (%) (%) + DPR (%)
(n=3)
2,02 £ 0,07 100,8
R, 8,0 2,0 1,97 £ 0,29 98,5 99,6 £ 1,15
1,99 + 0,03 99,6
4,07+ 0,07 101,8
R> 8,0 4,0 4,02 +1,82 100,6 101,2 £ 0,60
4,05 + 0,06 101,3
6,11+ 0,21 101,8
R3 8,0 6,0 6,10 £ 0,21 101,6 101,7+ 0,11
6,10 £ 0,25 101,6

Recuperacao média (%) = 100,8 (98,5 - 101,8), DPR = 1,06

5.3.2.2.1.6. Robustez

A robustez do método foi testada através de pequenas modificagdes nas

condi¢cBes cromatograficas propostas. O Quadro 9 apresenta o valor da

determinacao do teor apresentado pela amostra de FF gel durante a realizacéo

do teste de robu

stez.

Quadro 9: Teores de adapaleno na FF gel frente as modificacdes realizadas pelo teste de

robustez.
Propor¢cédo FM Dimens0bes Fluxo
Amostra DPR
ACN:H20 | ACN: H20 Equipamento
FF gel (66134) (68132) 120X4,6 mm 1,3 1,5 (%)
VIV VIV

(%)
18 %2}
o '® *
S g | Teo 99,6 100,4 102,0 100,8 | 99,6 101,5 0,95
S5 (%)
82
¥

*Teores relativos ao teor encontrado pelo doseamento da amostra de FF gel em condicdes

normais, considerando-se este como 100%.

** Condi¢des normais: Coluna: C8 Merck® (125 x 4.6 mm); Fase movel: ACN: H20 (67:33, V/V)
pH 2,5 (ajustado com ac. fosforico 20%); Fluxo da fase movel: 1,4 mL.min . Equipamento 1
(SHIMADZU® LC-10ADVP).
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Os cromatogramas obtidos a partir das modificacdbes no sistema
cromatografico podem ser observados na Figura 42 (A, B, C, D).
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Figura 42: Avaliacao da robustez do método CLAE para FF gel.

(A) proporcao de FM; (B) coluna; (C) fluxo; (D) equipamento 4.

*** (1): ACN:agua (66:34, V/IV); (2): ACN:agua (68:32, V/IV); (3): coluna Merck (120x4,6mm); (4):
fluxo 1,3 mL.minuto™; (5) fluxo 1,5 mL.minuto™; (6) equipamento 4 (SHIMADZU® LC-10AD).

** Condi¢cdes cromatograficas normais (CN): fase moével ACN:agua (67:33, V/V), fluxo de

1,4 mL.minuto™, coluna Merck (125x4,6 mm, 5 um), equipamento 1 (SHIMADZU® LC-10ADVP),
temperatura de andlise 20-25 C, detecgdo em 321 nm, volume de injegdo 20ul.
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Os resultados obtidos na determinagédo do adapaleno SQR e amostra

ADAP-1, através de pequenas alteracdes nas condigbes cromatograficas,

podem ser observados na Tabela 30.

Tabela 30: Avaliagdo da robustez do método de CLAE para determinacéo do adapaleno na FF
em solucdo a 12 pug/mL.

Condicdes T Retencéo (min.) Pratos tedricos Assimetria Fator Capacidade
Normais (TR) (N) (TF) (K)
FF gel 6,89 6996 1,21 3,59

Coluna: C8 Merck ®(125 x 4.6 mm); Fase mével: ACN: H ,0 (67:33, V/V) * pH 2,5 (ajustado
20%); Fluxo da fase moével: 1,4 mL/min

com &c. Fosforico

- Equipamento 1 (SHIMADZU © LC-10ADVP)

Modificagbes TR (min.) N TF K’

T ACN: H20
B 7,12 3755 1,26 3,74
f (66:34) VIV
i
3
8 | ACN:H,0
5 6,27 4241 1,21 3,18
2 (68:32) VIV
a
S «
S £ 120X4,6
2 2 6,55 4662 1,08 3,37
¢ O mm
E
[a) ©

1,3 7,33 7148 1,24 3,89
]
E
LL

15 6,43 5212 1,12 3,95

Equipamento
7,13 2939 1,31 3,70

NUumero 4

Os resultados obtidos, nas diversas variaveis realizadas para avaliar a

robustez do método, demonstraram ser semelhantes aos verificados para
matéria-prima ADAP-1 no item 5.2.3.2.7.

De acordo com os resultados apresentados é possivel afirmar que o

método proposto € robusto quando sujeito a pequenas variacgoes.
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5.3.3. Andlise comparativa dos métodos propostos para determinacdo do

adapaleno FF gel

Na Tabela 31 estdo apresentados os resultados obtidos na determinacéo

do adapaleno FF gel através dos métodos desenvolvidos por UV-D* e CLAE.

Tabela 31: Resultados obtidos na determinacdo do adapaleno FF gel por UV-D* e CLAE.

uv-D* CLAE
(n=18) (n = 18)

Teor médio (%) 101,4 100,6

DPR 0,59 1,19

Os métodos propostos foram analisados comparativamente, através do
teste t de Student, presumindo variancias equivalentes, ou seja presume-se a
inexisténcia de diferencas significativas entre os métodos desenvolvidos por
UV-D' e CLAE. Os valores utilizados para a comparacédo entre os métodos
foram os valores obtidos nos respectivos testes de precisédo, apresentados nos
itens 5.3.1.2.1.4 (Tabela 24) e 5.3.2.2.1.4 (Tabela 28).

A avaliacdo estatistica, através do teste t de Student, das determinagfes
do adapaleno através dos métodos desenvolvidos por UV-D' e CLAE esta
demonstrada na Tabela 36 em ANEXO.

Os resultados da andlise comparativa através do Teste t de Student
demonstraram nao haver diferenca significativa entre os teores obtidos com os
diferentes métodos desenvolvidos, ja que o t calculado (Stat t) € menor que o't
critico (t calculado = 1,6197 < t critico = 2,0322). Deste modo, os métodos UV-
D! e CLAE podem ser considerados equivalentes na determinacdo quantitativa
do teor de adapaleno na FF gel e adequados para andlise de rotina em controle

de qualidade, sendo portanto intercambiaveis.
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7. Conclusdes Gerais

A avaliacdo dos caracteres fisicos, solubilidade, determinagdo do ponto
de fuséo, termoanalise, andlises espectrofotométricas (IV e UV), e a
analise cromatografica por CLAE permitiram a caracterizacdo da

substancia quimica utilizada como referéncia no presente estudo.

O sistema de eluicéo ([hexano: acetato de etila] (7: 3)) utilizado na CCD,
foi adequado para identificacdo do adapaleno SQR e amostras da

matéria-prima ADAP-1 e forma farmacéutica gel.

A identificacdo da matéria-prima ADAP-1 foi realizada através da
determinacdo do ponto de fusdo, termoanalise, analises

espectrofotométricas (IV e UV) e da andlise cromatografica por CLAE.

Nos termogramas apresentados, tanto para SQR quanto para ADAP-1
observou-se somente um evento endotérmico referente a fusdo do

farmaco.

Os difratogramas de raios-x da SQR e da matéria-prima ADAP-1
confirmaram a identidade da amostra de adapaleno, que apresenta
padrdao de difracdo idéntico ao fornecidos pela patente do produto,

revelando a presenca da estrutura cristalina a.

As fotomicrografias por MEV tornaram possivel a observagdo do arranjo
cristalino para o adapaleno. A SQR apresenta tendéncia ao arranjo
cristalino no formato de placas irregulares de maior tamanho. A amostra
ADAP-1 apresentou cristais de menor tamanho e maior superficie de
contato, o que resultou em um melhor perfil de solubilidade da matéria-

prima em relagdo a SQR.

O método proposto para determinacdo do adapaleno matéria-prima por
VMA, com titulacdo de retorno, demonstrou ser uma técnica alternativa e

precisa, para aplicacado em laboratérios de controle de qualidade.

O método desenvolvido para determinacdo da matéria-prima, através da
espectrofotometria na regido do ultravioleta em 270 nm, utilizando etanol
como diluente, mostrou-se linear, sensivel, preciso e exato para analise

quantitativa do adapaleno na matéria-prima.
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7. Conclusdes Gerais

v O método desenvolvido por espectrofotometria derivada na regido do
ultravioleta (UV-D') em 305 nm para determinacdo do adapaleno na
forma farmacéutica gel foi validado dentro das condicbes estabelecidas,
demonstrando ser linear, especifico, preciso e exato para a analise

guantitativa do adapaleno na forma farmacéutica gel.

v" O método desenvolvido por CLAE para a determinacao quantitativa do
adapaleno matéria-prima e na forma farmacéutica gel foi validado,

demonstrando ser linear, especifico, preciso, exato e robusto.

v' A andlise comparativa entre os métodos propostos CLAE / UV / VMA néao
demonstrou haver diferenga estatistica significativa entre eles, indicando
a equivaléncia entre os mesmos para a determinacdo quantitativa da

matéria-prima do adapaleno, nas condicfes estabelecidas.

v A andlise comparativa entre os métodos propostos CLAE / UV-D* ndo
demonstrou haver diferenga estatistica significativa entre eles, indicando
a equivaléncia entre os mesmos para a determinacdo quantitativa do

adapaleno na forma farmacéutica gel, nas condicfes estabelecidas.
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8. Anexos
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Figura 43: Espectro de absorcdo na regido do IV para o adapaleno ADAP-1 em KBr (4000 a
400 cm™).
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Figura 44: Difratograma da forma amorfa, fornecido pela patente europeia (EP, 2006).

Tabela 32: ANOVA das absorvancias determinadas para a obtencéo da curva padrdo do

adapaleno por UV.

_ Soma dos o
Fontes de variacao o] Variancia F (calculado) F (tabelado)
Quadrados
ENTRE 4 0,6385 0,15962 1052,881* 3,48
regressao linear 1 0,6386 0,63831 4210,505* 4,96
desvio da linearidade 3 0,0002 0,00005 0,3404 3,71
DENTRO (residuo) 10 0,0015 0,00015

Total 14

* Significativo para p < 0,05.
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Tabela 33: ANOVA das areas absolutas determinadas para a obtengdo da curva padréo do

adapaleno por CLAE.

. Soma dos o
Fontes de variacao Gl Variancia F (calculado) F (tabelado)
Quadrados
ENTRE 4 255689260114 63922315029 3089,419* 3,48
regressao linear 1 255626968460 256000000000 12354,666* 4,96
desvio da linearidade 3 62291654 20763885 1,004 3,71
DENTRO (residuo) 10 206907225 20690723

Total 14

* Significativo para p < 0,05.

Tabela 34: Teste de ANOVA para os valores obtidos na determinacgéo do adapaleno por VMA,

UV e CLAE.
ANOVA: fator Gnico

RESUMO

Grupos Ne de Repeticdes Soma Média Variancia

VMA 6 597,20 99,5 0,07072

uv 18 1797,40 99,9 0,42497

CLAE 18 1801,10 100,1 0,52134

ANOVA

Fonte de variagdo Gl SQ MQ F (calculado) valor P F (critico )
Entre grupos 2 1,31196 0,65598 1,55609* 0,22377* 3,23810
Dentro de grupos 39 16,44080 0,42156

Total 41 17,75276

* Significativo para p < 0,05.

T?bela 35: ANOVA para a obtencao da curva padrao do adapaleno por espectrofotometria UV-

D.

. Soma dos o
Fontes de variacao o] Variancia F (calculado) F (tabelado)

Quadrados.

ENTRE 4 0,0711 0,0178 1401,888* 3,48
regressao linear 1 0,0711 0,0711 5607,388* 4,96
desvio da linearidade 3 2,07x10° 6,91 x10” 0,054 3,71
DENTRO (residuo) 10 0,0001 1,27 x10°

Total

14

* Significativo para p < 0,05.
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Tabela 36: Teste t de Student , presumindo varidncias equivalentes, para os valores obtidos na
determinac&o do adapaleno FF gel por UV-D' e CLAE.

Variavel 1 Variavel 2
Média 101,4 100,6
Variancia 1,7944 1,7294
Observactes 18 18
Variancia agrupada 1,7619
Hipdtese de diferenga de média 0
Gl 34
Stat t 1,6197
P(T<=t) bi-caudal 0,1145
t critico bi-caudal 2,0322
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