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RESUMO

O melasma é caracterizado por hipermelanose, adquirida, simétrica e
irregular, situada em é&reas da pele. Muitos trabalhos mostram a eficacia da
hidroquinona (HQ) no processo de clareamento das manchas provocadas pelo
melasma, sendo que esta ja foi classificada como o despigmentante de pele mais
prescrito do mundo. O maior inconveniente da HQ é que esta se oxida
rapidamente, apresentando maior estabilidade em meio acido, na faixa de 4,5 a
5,0. O estudo da estabilidade de formas farmacéuticas em geral, assegura que a
forma farmacéutica se mantenha dentro dos limites estabelecidos durante o
periodo em que garante a validade. Um fator relevante para a estabilidade € a
garantia de que a formula ndo ir4 se oxidar. No caso da HQ, que é altamente
instavel por se oxidar facilmente, faz-se utilizacdo de agentes antioxidantes, como
0 metabissulfito de sodio. Amostras de creme contendo 2% de HQ foram
avaliadas por trés metodologias diferentes (espectrofotometria com etanol como
solvente; espectrofotometria de derivadas com acido sulfurico 0,1N como solvente
e espectrofotometria de derivadas com metanol como solvente) em ensaios de
estabilidade. Apenas a metodologia com metanol, mostrou-se adequada para a
guantificacdo da HQ em ensaio de estabilidade. As metodologias com etanol e
acido sulfurico ndo apresentaram eficacia. A partir da metolodogia com metanol
foram avaliados o0s sistemas antioxidantes e os prazos de validade foram
determinados para as temperaturas de 45T e 30C. O &cido a lipéico promoveu
melhor estabilidade para a HQ que o metabissulfito de sédio. O metabissulfito de
sédio foi 0 antioxidante que melhor manteve a caracteristicas iniciais do creme. O
prazo de validade para a HQ sem antioxidante foi de 24 h, com metabissulfito de
sodio foi de 87 h e com &cido a lipbico foi de 125 h & 45C. Para a temperatura
ambiente foi avaliado somente o creme sem antioxidante que apresentou prazo de
validade de 72 h.

Palavras chave: validacdo de metodologia, ensaio de estabilidade, hidroquinona,

metabissulfito de sédio, &cido a lipdico.
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ABSTRACT

Melasm is characterized as an acquired, symmetric and irregular hypermelanosis
in the skin. Many works have shown the efficacy of hydroquinone (HQ), in the
lighting process of melasm stains, and it has already been classified as the most
prescribe skin lightning of the world. The major inconvenient of HQ is that it fastly
oxides, showing more instability in acid media, in the range of 4.5 a 5.0. Stability
studies of pharmaceuticals in general, ensure that the limits established during the
shelf life can be kept. A very important factor for stability is the guarantee that the
pharmaceutical will not oxide. As HQ is very instable for its fast oxidation,
antioxidants as sodium metabissulfite are used. Cream samples with 2% of HQ
were evaluated by three different methodologies (spectrophometric using ethanol
as solvent, derivative spectrophotometric using sulfuric acid 0,1N as solvent and
derivative spectrophotometric using methanol as solvent) in stability tests. Only the
methodology with methanol had presented satisfactory results for quantification of
HQ in stability tests. The methodologies with ethanol as well with sulfuric acid did
not shown efficacy. From methanol methodology the antioxidants systems and the
shelf life were evaluated for temperatures of 45C and 30<C. Alpha lipoic acid
promoted better HQ stability than sodium metabissulfite. Sodium metabissulfite
was the antioxidant that best kept the initial characteristics of the cream. Shelf life
for HQ without antioxidant was 24h, with sodium metabissulfite was 87h and with
alpha lipoic acid was 125 h at 45C. At 30C it was evaluated only the sample with
antioxidant which showed shef life of 72 h.

Key words: validation of methodology, stability test, shelf life, hydroquinone,

sodium metabissulfite, alpha lipoic acid
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Hidroquinona (HQ)

A HQ (1,4-hiidroxibenzeno) & um hidroxifenol com formato de cristais finos e
em forma de agulha. Possui solubilidade de 1:17 em &gua, 1:4 em &lcool e 1:51
em cloroférmio. A massa molecular € de 110,11 e ponto de fusédo entre 173 e
174<C. Sofre processo de oxidagado acelerado em meio aquoso, principalmente em
pH alcalino e mais retardado em pH acido, entre 3 e 4,2 (BUDAVARI, 1996; USP

25, 2002). A representacao da formula estrutural da HQ apresenta-se na figura 1.

OH

OH

Figura 1: Formula estrutural da hidroquinona.

A acdo despigmentante da HQ foi primeiramente observada em operarios
da indastria de borracha, que manuseavam monobenziléter de hidroquinona
(ENGASSER e MAIBACH, 1981). A HQ inibe a enzima tirosinase, responsavel
pela hidroxilagdo da tirosina. Neste processo ocorre oxidacdo enzimatica da
tirosina a DOPA, promovendo assim a interrupcdo na sintese de melanina
(PALUMBO et al., 1991).

A figura 2 mostra as etapas de formacdo de melanina. A melanina é
sintetizada nos melandcitos com a participacdo da enzima tirosinase. Devido a
acdo desta enzima, o aminoacido tirosina €& transformado primeiro em 3,4-
diidroxifenilalanina. A tirosinase também age sobre a dopa, produzindo dopa-
quinona, que apos varias transformacgfes converte-se em melanina. A tirosinase

sintetizada é armazenada nos melanossomos. Quando a sintese de melanina
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cessa, 0 melanossomo esta repleto de melanina e perde entdo sua atividade

tirosinasica, recebendo entdo o nome de granulo de melanina.
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Figura 2: Representacdo esquematica da formacdo de melanina. Adaptado de

(PARVEZ et al., 2006).

A cor da pele e sua tipologia, conforme Tabela 1, sdo dadas pela

guantidade e localizacdo de seus melandcitos, nos quais ocorrem reacdes
enzimaticas e ndo enzimaticas da conversdo de tirosina em melanina (PETIT,
PIERARD, 2003; MAYENA, L. et al, 2004). Qualquer disfuncdo ou alteracdo na
densidade destas estruturas resulta em uma desordem na formacdo da
pigmentac&o normal da pele (PETIT, PIERARD, 2003).

Tabela 1: Tipologia da pele segundo a classificacédo de Fietzpatrick.
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Historico de

. e e T L U Corda  ,y AMED UV-B MED
Fototipo solar e to por bronzea pele ndo (mJ/cm) (mchmZ)
bronzeamento pigmentacéao mento exposta
Queima Nenhum Nenhum Muito
| facilmente, nunca 20-35 15-30
bronzeia ) ©) branca
Queima Fraco Minimo
1] facilmente, o para fraco Branca 30-45 25-40
bronzeia pouco (tpara+) (tpara+)
Queima
moderadamente,
bronzeia Definido Baixo
1 modera damt_ente +) +) Branca 40-55 30-50
e de maneira
uniforme
Queima pouco,
bronzeia Moderado Moderado Bege-oliva,
v moderadamente (++) (++) bronzeada 2020 et
e facilmente
Raramente
v queima, bronzeia o0 Mense. Morenadl g5 100 60-90
profundamente (+++) (+++) ronzeado
Nunca queima, Intenso Intenso Morena
VI bronzeia (+++) (+++) escura ou 100 90-150
profundamente negra

Adaptado de ASTNER e ANDERSON (2004)

As concentracbes de HQ em cremes variam entre 1,5% e 4%.
Concentractes de até 2% estao disponiveis em paises como Estados Unidos e
Brasil, em formulagbes de venda livre. Concentragbes acima de 2% sO séo
aviadas mediante prescricdo médica. No tratamento do melasma é recomendado
gue o creme seja aplicado uniformemente nas areas afetadas duas vezes ao dia.
Uma melhora significativa pode ser observada ap6s dois meses de tratamento, e
entdo, é recomendada a suspensio do uso da HQ. (PETIT, PIERARD, 2003).

Contudo, em alguns casos, os resultados podem demorar até 6 meses para
aparecer.Ressalta-se entdo a importancia da atencdo farmacéutica. O
farmacéutico deve orientar ao paciente 0 modo de usar o creme e seus possiveis

efeitos colaterais.
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A reacdo mais frequente dos pacientes usuarios de HQ é irritacdo e
sensibilizacdo da pele, caracterizada por prurido e ardor, (KIM et al., 2007),
embora estudos como o realizado por Westerhof e Kooyers (2005) indicam que a
HQ, quando utilizada cronicamente pode originar danos ao DNA e conseqlente
carcinogénese.

AMER e METWALLI (1998) testaram a eficacia de cremes contendo
hidroquinona, garantindo que, em até 12 semanas, pacientes com areas
hiperpigmentadas pelo melasma e de pigmentacdo moderada cairam de 56% para
apenas 2,1%, e pacientes com pigmentacdo grave decairam de 44% para 8,4%,
mostrando que o tratamento com creme de HQ teve boa resposta, atingindo a
89,5% dos pacientes com melasma, salientando ainda, os beneficios trazidos pela
HQ para pacientes com problemas de pigmentacdo grave. Todavia deve-se
destacar que este estudo néo foi randomizado e controlado com placebo.

HURLEY et al. (2002) descobriram que a monoterapia de aplicacdo diaria
de creme contendo 4% de HQ, com aplicacdo diaria de filtro solar, ndo apenas
melhora o quadro do melasma, como também é téo efetivo como peeling quanto o
acido glicélico com HQ. Neste estudo randomizado, 21 mulheres espanholas
foram tratadas com cremes de 4% de HQ e &cido glicdlico (nas concentracdes de
20% nas primeiras duas aplicacbes e 30% nas duas seguintes) em um lado da
face e do outro lado foi aplicado apenas creme de HQ na concentracdo de 4%.
Ambos os lados tiveram resultados de significancia estatistica, contudo, nos dois
grupos nao houve diferenca estatistica significativa quanto ao clareamento.
Portanto, conclui-se que a HQ como mono terapia € o agente mais adequado para
o tratamento do melasma.

Farmacos como a hidroquinona (HQ), que é um bifenol simples, estédo
sujeitos a degradacdo por mecanismos oxidativos. A presenca de dois grupos
hidroxila ligados ao anel em posicado para aumenta a predisposicéo da reacdo de
oxidacdo. A ativacao de uma hidroxila contribui para a captacéo do par de elétrons
pelo oxigénio, com a consequente liberacdo do préton hidrogénio e um elétron. Na
sequéncia da ressonancia, o oxigénio da segunda hidroxila compartilha seu par de

elétrons, facilitando a liberacdo do préton hidrogénio e um elétron, com a formacéo
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da benzoquinona (BQ), conforme ilustrado na Figura 3 (FESSENDEN e
FESSENDEN, 1998; MORRISON, 1994; SMITH e MARCH, 2001).

Oy H0 0, 3 0 .8.8, O :8-t ,— 0 52

OH C G—l—FHZO (o] H30+
~ -J \ﬂ_)

HQ SQ BQ

Figura 3: Oxidacdo da Hidroquinona. (FESSENDEN e FESSENDEN, 1998;
MORRISON, 1994; SMITH e MARCH,2001)

A HQ é um farmaco que se oxida facilmente para a forma de benzoquinona
(BQ), que ndo possui atividade terapéutica. Esse inconveniente faz com que
farmacias magistrais utilizem do recurso de overage, no qual um excesso de
farmaco naturalmente instavel é adicionado a formulacdo, com a finalidade de
manter o conteltdo ativo dentro dos limites compativeis com os terapéuticos
durante seu prazo de validade, para compensar possiveis perdas do farmaco
durante o periodo de armazenamento. Por outro lado, a HQ em altas
concentracdes € considerada toxica (WESTERHOF e KOOYERS, 2005). Para
evitar este tipo de recurso, outros tipos de sistemas antioxidantes podem ser
incorporados a formulacdo, com a finalidade de melhorar a estabilidade da HQ.
Essas substancias podem sofrer degradacéo preferencial ou agir como inibidores
de cadeias de radicais livres por apresentarem um potencial de oxidagcdo menor
gue o farmaco (THOMPSON, 2006).

Para avaliar a eficacia do antioxidante, deve-se realizar um estudo de
estabilidade da forma farmacéutica e quantificar o farmaco em tempos pré-
determinados, verificando se o produto encontra-se alterado. Para isso, estes

sistemas antioxidantes devem ser avaliados pelo ensaio de estabilidade
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acelerada, no qual amostras sdo mantidas em estufa e submetidas a temperaturas
mais elevadas, promovendo assim o aumento da velocidade de reacdo de
oxidacéo da HQ.

A espectrofotometria eletronica de absorcdo consiste na emissado de
radiacdo sobre uma determinada amostra, a fim de medir a diferenca da
intensidade de radiacdo transmitida pela amostra em relagdo ao material de
referéncia nos diversos comprimentos de onda da faixa espectral, que varia da
regidao do ultravioleta (UV) 200-400nm até a regidao do visivel (VIS) 400-760nm
(MANDHAM et al., 2002).

Porém, quando se realiza um teste de estabilidade acelerado, no qual a
substancia foi submetida ao estresse oxidativo provocado pela temperatura, o
produto da reacdo de decomposicéo deve ser considerado.

Paschoal et al (2003) descrevem que um dos problemas relacionados as
leituras espectrofotométricas na regido do UV-Vis de amostras multicomponentes
€ a sobreposicao de bandas, no qual a banda de uma substancia sobrepde total
ou parcialmente a banda de outra substancia. Essa sobreposicdo reflete
resultados falso-negativos, onde visivelmente, a oxidagdo ocorre, mas nao
consegue ser quantificada, mantendo-se ou até mesmo superando a mesma
concentracao inicial. Isto € o que acontece na determinacdo da HQ, que sofre
interferéncia de seu produto de degradacéo (BQ) resultante do estresse oxidativo
promovido pela elevacao da temperatura.

Para eliminar este tipo de inconveniente e permitir a quantificacdo de uma
substancia na presenca de outra, cuja absorbancia ocorra no mesmo comprimento
de onda, os espectros das duas substancias podem ser sobrepostos e realizar a
primeira derivada dos mesmos.

Contudo, em sistemas multicomponentes, ou até mesmo em sistemas
submetidos ao estresse fisico promovido no ensaio de estabilidade, a presenca de
um segundo componente com absor¢cdo prOxima ao componente a ser
guantificado interfere na seletividade do meétodo. Nestes casos, 0 uso da
derivacao de espectrofotometria € uma alternativa para o aumento da seletividade

do meétodo. Espectros de primeira ordem (primeira derivada) promovem a
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anulacdo no ponto referente ao comprimento de onda maximo (Imax) do espectro
de ordem zero, sendo positivo onde a absorcdo aumenta e negativo onde ela
diminui. Portanto, uma curva diferencial de ordem n se anula n vezes,
apresentando (n + 1) bandas (PASCHOAL et al., 2003).

Assim, apds a obtencdo da curva de absorcdo de qualquer farmaco, é
possivel com a primeira derivada observar exatamente o comprimento de onda de
maior absorcéo (ponto M), onde o valor da primeira derivada corresponde a zero
(MANDHAM et al.,, 2002, PASCHOAL; FERREIRA, 2000; PASCHOAL et al.,
2003).

Lopez-Garcia et al. (2005) descrevem uma metodologia para quantificacao
de HQ em géis e cremes utilizando a espectrofotometria de derivadas com
comprimento de onda de 301 nm. Pela utilizacdo da técnica de derivada de
espectros, os autores sugerem o melhor ponto para a realizagdo das leituras para
guantificacdo da HQ em espectrofotdmetro. Para isso obtiveram os espectros de
primeira derivada dos placebos e de solucdo padrdo de HQ. O ponto de leitura
escolhido de 301nm é onde os placebos, tanto o gel quanto o creme, ndo
interferem na absor¢cdo da HQ. Na figura 4 pode-se observar o ensaio de
especificidade de LOPEZ-GARCIA e colabordores (2005).

0.500
: L
i ,r\_.n"lr\ R ,..-r’"- \\.\

00005 P A s S e — e — e
AT T TR Ve
IR \/

AA ; J h
Ad { |
f
0500 ;::! II'-I X (@) ----=--====-=--- placebo of the gel
' "JI - ——_— placebo of the craam
(¢) e hpdroquinone standard soluton
-1

1800 200.0 250.0 300.0 350.0
Wavelangth (nm.)

Figura 4. Ensaio de especificidade da HQ para os placebos
(Lopes-Garcia et al., 2005).
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Na Figura 4 encontra-se um grafico de especificidade, onde séo
comparados os placebos de creme e géis a uma solugdo de HQ, para poder
verificar se ha interferéncia dos placebos no ponto de leitura da HQ. Tal avaliacédo
€ de fundamental importancia para garantir que a leitura obtida seja o resultado

somente da quantificacdo do analito.
Estudo de estabilidade

O teste de estabilidade tem como objetivo avaliar o comportamento dos
farmacos ou medicamentos que se alteram com o tempo, por influéncia de fatores
ambientais como: a temperatura, a umidade e a luz. Além de estabelecer um
periodo de contra prova para um farmaco ou estabelecer a vida util para os
medicamentos e condicdes de armazenamento recomendadas (BRASIL, 2002).

Este estudo visa aumentar a velocidade de degradacdo quimica e
modificagcdo fisica de uma substancia e/ou alteracdes de caracteristicas de forma
farmacéutica, usando condi¢des forcadas de armazenamento, com o propésito de
monitorar as reacdes de degradacédo e prever o prazo de validade nas condicdes
normais de armazenamento. Embora este estudo ndo substitua os procedimentos
rigorosos exigidos nos testes de estabilidade, eles proporcionam um ganho de
tempo consideravel durante o processo de desenvolvimento do produto,
identificando com rapidez as formula¢des que possuam estabilidade aceitavel
(ADAMIS et al., 2004).

O estudo da estabilidade preliminar consiste na realizacao do teste na fase
inicial do desenvolvimento do produto. Empregam-se condi¢cdes extremas de
temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reacbes entre seus
componentes e o surgimento de sinais que devem ser observados e analisados
conforme as caracteristicas do produto, auxiliando na triagem das formulacdes
(BRASIL, 2002). Embora a maioria dos processos de degradacdo ndo promovam
alteracbes ou rearranjos moleculares que sejam visivelmente observaveis,
algumas reacgOes podem apresentar mudanga na coloragdo e formagao de
precipitados (GIL & BAPTISTA FILHO, 2005).
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7

A degradacdo termolitica €& caracterizada pela exposicdo a altas
temperaturas, que possam clivar as ligacdes da molécula, seja por hidrélise ou
oxidacdo. Estudos como o de aceleracdo da reagdo de decomposicado pela
elevacao da temperatura séo utilizados para a construcéo do grafico de Arrhenius,
gue prevé a taxa de degradacdo em diferentes temperaturas. A relacdo de
Arrehenius é a expressdao mais comumente utilizada para avaliar a relacao entre
as taxas de reacao e temperatura para uma determinada ordem de reacgao.

O estudo da estabilidade de farmacos € considerado etapa determinante no
controle de qualidade de formas farmacéuticas. Caracteriza-se pela capacidade da
formulacdo em manter suas especificacdes em um sistema fechado com
recipiente especifico, garantindo que a poténcia rotulada, suas propriedades
fisicas e organolépticas ndo sejam alteradas, mantendo-se de acordo com o nivel
pré-determinado pelo fabricante (VADAS, 2004).

Com a finalidade de reduzir o tempo do estudo de estabilidade, fatores que
aceleram a decomposicdo podem ser empregados, como 0 estresse fisico
causado pelo aumento de temperatura. De modo geral, a velocidade da reacao de
degradacédo por oxidagdo de um farmaco duplica ou triplica para cada 10C de
aumento de temperatura. Esse aumento de temperatura pode também provocar
evaporagdo da agua contida no creme, por este motivo, o sistema deve ser
mantido fechado (FERREIRA, 2002).

Para formulacfes contendo HQ, a estabilidade pode ser acompanhada pela
analise visual do produto. O escurecimento do produto é diretamente proporcional
a extensdo da reacao de oxidacdo da HQ em BQ (CONNORS, 1986; ENGASSER
e MAIBACH, 1981). Contudo o farmaco deve ser quantificado para que se possa
conhecer realmente seu prazo de validade e garantir a qualidade do produto
comercializado.

A quantificacdo de farmacos como a HQ pode ser realizada por varias
metodologias, como espectrofotometria convencional, espectrofotometria de
derivada e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Porém, a quantificagédo torna-se
dificil em ensaios de estabilidade, uma vez que deve-se observar a formacédo de

produtos de degradacao que interfere na analise como citado anteriormente.
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A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser avaliada considerando
gue, uma vez que conhecidos os principais fatores de degradacéo, eles podem ser
utilizados para acelerar a reacdo e estipular o prazo de validade do produto
(BAKSHI, SINGH, 2002; LACHMAN, 2001).

Determinacéo do prazo de validade

O prazo de validade é caracterizado como o periodo no qual um
determinado produto mantenha-se estavel. Essa estabilidade considera que néo
haja degradacéo do principio ativo em mais de 10%, ou até em 15% em alguns
casos. Define-se prazo de validade, entdo, como o periodo maximo em que um
medicamento, apds sua preparacdo, ndo apresente decomposicdo dos principios
ativos em porcentagens superiores as pré determinadas.

Uma vez que se determina a ordem da reacédo e a velocidade especifica de
degradacéo, torna-se simples estabelecer o prazo de validade do medicamento,
utilizando-se de artificios mateméticos, conforme as equagdes a seguir, nas quais
devem aplicar-se, respectivamente, para zero ordem (equacado 1), para primeira

ordem (equacdo 2) e para segunda ordem (equacao 3).

PV = COK_C (equacdo 1)
2,303 Co
PV =——xlog— equacao 2
m 95 (equacao 2)
Co-C
PV =——— equacao 3
CoxCxK (equag )

Nas quais:
PV é o prazo de validade, Co é a concentracdo inicial de farmaco, C é a
concentracao final do farmaco (conforme estabelecido, 90 ou 85%) e K as

velocidades especificas de reacgéao.
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Validacdo de metodologia analitica.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo de confianca, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacéo,
exatiddo, adequados a andlise.

Para a realizacdo da validacdo de metodologias analiticas, a ANVISA
(BRASIL, 2003) sugere quatro categorias e 0s ensaios necessarios para cada uma
delas, conforme as Tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Classificacao dos testes, de acordo com a finalidade.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinacg&o do principio
ativo em produtos farmacéuticos e mateérias-
primas

Il Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinacéo de impurezas e produtos de
degradacao em produtos farmacéuticos e
matérias-primas

[l Testes de performance (por exemplo dissolugao,
liberacdo do ativo)
v Testes de identificacdo

(BRASIL, 2003)

O presente trabalho se enquadra na categoria |, pois, mesmo apresentando

produto de degradacdo no ensaio de estabilidade, toda a quantificacdo é voltada
em torno do principio ativo HQ.
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Tabela 3: Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico segundo a

finalidade.
Categoria Categoria Il
Parametro I Quantitativo Ensaio Categoria lll  Categoria
Limite v
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Precisdo Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Intermediéaria o o N&o o N&o
Limite de N&o N&o Sim * N&o
deteccao
Limite de N&o Sim N&o * Nao
guantificacéao
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo € necesséaria a comprovacao
da Precisao Intermediaria.(BRASIL, 2003)

Portanto, conforme exposto na Tabela 3 os ensaios a serem realizados sé&o
de especificidade, linearidade, intervalo, precisdo tanto repetibilidade,quanto
intermediaria, exatidao e robustez.

A seguir estdo listados os conceitos de cada parametro a ser avaliado, de
acordo com a ANVISA (BRASIL, 2003):

Especificidade e Seletividade
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E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacdo e componentes da matriz.
Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade
seja determinada pela andlise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. Estas
concentracdes devem seguir os intervalos da Tabela 3. Se houver relacéo linear
aparente apés exame visual do gréafico, os resultados dos testes deverdo ser
tratados por métodos estatisticos apropriados para determinacéo do coeficiente de
correlagao, interseccdo com o eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos
guadrados minimos da regressao linear e desvio padrao relativo. Se nao houver
relagdo linear, realizar transformacdo matematica. O critério minimo aceitavel do

coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99.
Intervalo de confianca

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificagdo superior
e inferior de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de
linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método (Tabela 4). E
estabelecido pela confirmacédo de que o método apresenta exatiddo, precisédo e
linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de

substancias dentro do intervalo especificado.
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Tabela 4: Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no

intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos.

Ensaio

Alcance

Determinacdo quantitativa do
analito em matérias-primas ou

em formas farmacéuticas

Determinacao de impurezas

Uniformidade de contelido

Ensaio de dissolucéo

De 80% a 120% da concentragdo teodrica do

teste

Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite  maximo  especificado. Quando
apresentarem importancia toxicologica ou
efeitos farmacologicos inesperados, o0s
limites de quantificacdo e deteccdo devem
ser adequados as quantidades de impurezas
a serem controladas

De 70% a 130% da concentracao tedrica do
teste

De +20% sobre o valor especificado para o
intervalo. Caso a especificacdo para a
dissolucéao envolva mais que um tempo,

o alcance do método deve incluir —20% sobre

0 menor valor e +20% sobre o maior valor.

Precisao

(BRASIL, 2003)

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma

série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta &

considerada em trés niveis.
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1. Repetibilidade (preciséo intra-corrida): concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma

instrumentacgéao.

7z

A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove)
determinacfes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés)
concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6

determinacfes a 100% da concentracdo do teste;

2. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes.

Para a determinacédo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2

dias diferentes com analistas diferentes.

3. Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo de metodologia
analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopéias.
Estes dados néo precisam ser apresentados para a concessao de registro.

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa como o desvio padrao

ou como o coeficiente de variagdo (CV%) de uma série de medidas. A equacéao 4
refere-se ao CV%:

DesvioPadr do
CV% = %100 5
0 média (equacéod)

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade

do método, ndo se admitindo valores superiores a 5%.

Exatidao
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A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos

pelo método em estudo em relag&o ao valor verdadeiro.

e Na andlise de uma amostra, na qual uma quantidade conhecida de farmaco
foi adicionada a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo
contaminado);

e Nos casos em que amostras de todos os componentes do medicamento
estdo indisponiveis, aceita-se a analise pelo método de adi¢do de padréo,
no qual adiciona-se quantidades conhecidas do analito (padrdo de

referéncia) ao medicamento.

7

A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca porcentual entre
as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca.

A exatiddo do método deve ser determinada ap0s o0 estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, 9 (nove) determina¢des contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés)
réplicas cada. A exatidao (E) € expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente,

conforme a equacéo 5:

E=Me 100 )
Ct (equacao 5)

na qual: CMe é a concentracdo média experimental e Ct é a concentracdo
tedrica
Recuperacao

O ensaio de recuperacdo visa garantir que o analito seja analisado na

totalidade de sua massa presente na amostra, determinando a eficacia do método,
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uma vez que, ao receber qualquer tipo de tratamento de analise, como a diluicéo,
por exemplo, a perda do analito durante o ensaio deve ser calculada
experimentalmente. Com o fator de recuperacgéo, o resultado fica mais préximo da
realidade analitica. O fator de recuperacao € obtido pela diferenca entre o produto

com analito e o produto sem o analito adicionado (LEITE, 2002).

Com estas ferramentas de validacdo e a necessidade do estudo da
estabilidade da HQ, neste trabalho varias metodologias foram estudas, avaliadas e
modificadas para dar origem a uma nova metodologia que satisfaca a necessidade
de quantificar a HQ na presenca de seu produto de degradacao, BQ, durante os

ensaios de estabilidade
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Objetivos

Objetivo Principal

Desenvolvimento e validacdo de metodologia para quantificacdo de HQ em

presenca de seu produto de degradacao BQ durante testes de estabilidade.

Objetivos Secundarios:

e Estudo de estabilidade de cremes contendo HQ.

e Avaliacdo da eficacia de diversos antioxidantes.

e Determinacéo de prazo de validade de cremes contendo HQ.
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3. Material e métodos
3.1. Material

3.1.1. Solventes, reagentes e solucdes

Acido sulfurico - Synth

Alcool etilico - Synth

Metanol — Quimex

Hidroguinona — Hidroquisan — hidroquinona grau farmacéutico (Juk)
Benzoquinona PA — GMBH&CO MUNCHEN
Palmitato de isopropila - CRODA

Propiloglicol

Alcool cetoestearilico - CRODA

Imidazolinidil uréia

Tetraisopalmitato de ascorbila -VC IP — Nikkol
Acido a lipco

Metabissulfito de sédio

3.1.2. Equipamentos e instrumentos

Balanca analitica METTLER — mod. H-51

Balanca semi-analitica GEHAKA — mod. BG-1000

Centrifuga SORVALL — mod. TC6 com rotor H400 (r = 14,9 cm)
Espectrofétometro UV-Vis HP — mod. 8453

Equipamento de ultrapurificagdo de agua Milli-Q Plus
Peagdmetro MICRONAL — mod. B-474

Agitador magnético FISATOM — mod. 706
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3.2. Métodos
3.2.1. Preparacao do creme base

O creme utilizado como base para a incorporacdo da HQ foi elaborado
conforme BOLDRINI (2005) e tem seus componentes e concentracdes descritos

na Tabela 5.

Tabela 5: Concentragdo dos componentes utilizados na preparacdo do creme

base.
Componentes [1%
Nome Quimico Nome Comercial
alcool cetoestearilico e alcool Cosmowax 12,0

cetoestearilico 20 OE

palmitato de Isopropila Crodamol IPP 2,0
propilenoglicol Propilenoglicol 3,0
imidazolidiniil uréia Germal 115 0,2
agua ultrapura agua Milli Q g.s.p. 100

1 — Os componentes foram pesados em balanca semi-analitica e agueceu-
se separadamente a fase aquosa e a fase oleosa até atingirem 75°C.

2 — Quando a temperatura foi atingida, verteu-se a fase aquosa na oleosa
sob agitacéo até o resfriamento do creme.

3 — O pH foi corrigido para 5,3 com solucao de &cido citrico (10%).

3.2.2. Estabilidade preliminar

Para o ensaio de centrifugacédo, foram pesados 5,0 g do creme base e
colocados em tubos de centrifuga, nas seguintes condi¢cfes experimentais:
Temperatura: 30°C + 2°C
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Velocidade : 3000 rpm

Rotor: H400 (r = 14,9 cm)

Tempo: 30 minutos

ApOs a realizacdo da centrifugacdo, as amostras foram analisadas
macroscopicamente a fim de observar separacao de fases e foram classificadas
de acordo com normas especificadas pela ANVISA (BRASIL, 2004):

I. M para amostra modificada

il. N para amostra normal, sem separacdo de fases ou alteracdes em

seu aspecto

As amostras foram realizadas em triplicata.

O teste de estabilidade preliminar foi realizado em triplicata e as leituras
foram feitas no final de cada um dos 6 ciclos propostos. Cada um dos ciclos
indicados para as leituras é composto de 24 h de exposi¢cdo da amostra em estufa
a 45T e 24 h de exposicao a freezer em temperaturas de —2°C (ANVISA, 2004).
As leituras foram realizadas nos tempos: 0 h, 48 h, 72 h, 120 h, 168 h e 264 h.

3.2.3. Quantificacdo da HQ em creme
3.2.3.1. Alcool etilico.

Foram preparados 50,0 g de creme base para cada um dos sistemas
antioxidantes propostos. O controle negativo € composto do creme com 2% de HQ
manipulado em local com pouca iluminacdo, sem qualquer tipo de sistema
antioxidante.

Como sistemas antioxidantes foram propostos:

- O metabissulfito de sédio, que serd o controle positivo nos testes de
estabilidade

- O VC IP que seréa o antioxidante testado no teste de estabilidade

A HQ e os antioxidantes foram pesados e previamente solubilizados com
propilenoglicol. O creme preparado com o0 respectivo sistema antioxidante, foi

adicionado a HQ em escala geométrica, a fim de otimizar a incorporacao
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Foram preparadas amostras do controle negativo (somente HQ, sem
gualquer tipo de antioxidante), controle positivo (utilizando metabissulfito de sodio
nas concentracbes: (0,1%; 0,5%; 1%; 2%) e VC-IP nestas mesmas
concentracoes.

Os cremes foram acondicionados em potes plasticos opacos, fechados
com tampa de rosca e tubos de ensaio para a realizacéo do teste visual.

A varredura foi avaliada através da andlise em espectrofotdmetro do
comprimento de onda de absorcdo maxima (A max) da HQ em etanol. Foi
preparada, em triplicata, solucdo estoque de HQ (100,0 pg/mL) &lcool etilico. Da
solucdo estoque foi retirada uma aliquota de 20,0 pL e adicionada em cubeta de
guartzo contendo 2,0 mL de &lcool etilico. As solucbes foram avaliadas na faixa

espectral de 200 a 400 nm.

3.2.3.1.1. Estabilidade acelerada

Transferiu-se 1,0 g do creme HQ 2% para o baldo volumétrico de 10,0 mL.
Completou-se o volume para 10,0 mL com &lcool etilico. Procedeu-se agitacdo em
banho de ultrassom, por 3 minutos. Transferiu-se essa solugédo para o tubo de
centrifuga. Centrifugou-se a amostra por 5 minutos a 3500 rpm ( rotor 400 com
raio de 14,9 cm). A leitura do sobrenadante foi realizada em triplicata, em
espectrofotdmetro no comprimento de onda (A) de 294 nm.

Este ensaio tem como objetivo avaliar a degradacéo da HQ a 45T e 65 .
As diluicbes foram realizadas colocando 10,0 uL em 2,0 mL de alcool etilico
diretamente na cubeta. ApOs leve agitacdo as amostras foram lidas em
espectrofotdmetro no A de 294 nm. Para a temperatura de 45C, as amostras
foram realizadas no tempo inicial, 48 h, 72 h, 120 h, 168 h e 264 h. Para a
temperatura de 65T as leituras foram feitas a cada 2 h. Todas as amostras foram

realizadas em triplicata.

Analise Visual
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Cerca de 10,0 g de cada creme contendo 2% de HQ, com as respectivas
concentracdes dos antioxidantes propostos foram colocados em tubos de ensaio,
fechados com filme plastico e armazenados em estufa na temperatura de 45<.
Fotografias dos cremes nos tempos 0 h, 72 h e 264 h foram feitas para mostrar
visualmente a degradacéo visual da HQ. Os tubos foram cobertos com filme
plastico para evitar a evaporacdo da agua devido ao aumento da temperatura na

estufa

3.2.3.1.2. Validagao da metodologia.

Linearidade

A linearidade foi avaliada por meio da curva analitica e tratamento
estatistico pertinente realizado pela regressao linear por através dos minimos
guadrados cujas determinacdes foram feitas em triplicata para cada concentracao.

Foram pesados em balanca analitica exatamente 50 mg de HQ e
transferidos para baldo volumétrico de 50,0 mL, obtendo-se assim, uma solugéo
de HQ em alcool etilico de concentragdo de 100 pg/mL, denominada solucéo
estoque. A curva analitica foi obtida através de diluicbes seriadas desta solucdo
estoque. Aliquotas 10,0 pL, 20,0 pL, 30,0 pL , 40,0 uL, 50,0 pL, 60,0 pL e 70,0 pL
desta solucéo estoque foram adicionadas a 2,0 mL de éalcool etilico diretamente na
cubeta. Como branco foi utilizado o solvente e as amostras foram obtidas em
espectrofotdmetro no comprimento de onda A de 294 nm.

Para cada concentracdo foram calculados a média e o desvio padrao,
obtendo-se o intervalo das concentracées da HQ e a linearidade. A avaliacdo do
gréfico foi realizada por regressao linear.

Preciséo
Foram pesados em béquer exatamente 0,5 g de creme com 2% de HQ

(correspondente a 10,0 mg de HQ). Adicionou-se quantidade de alcool etilico

suficiente para dissolver o creme. A solucéo foi transferida para baldo volumétrico
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de 100,0 mL e o volume foi completado com alcool etilico, resultando em uma
solucdo de 100 pg/mL de HQ denominada solucéo estoque.

Conforme ANVISA (2003), a precisédo foi considerada em dois niveis:

Repetibilidade

A partir da solugcédo estoque foram transferidos 10, 40 e 70 pL, a 2,0 mL
diretamente na cubeta correspondentes respectivamente as concentragfes de
0,4975, 1,9607 e 3,3816 pg/mL da curva analitica. As amostras foram realizadas
em triplicata e foram analisadas em espectrofotbmetro de UV-Vis. no comprimento
de onda de 294 nm.

Precisao intermediaria

A partir da solucdo estoque foram transferidos 10, 40 e 70 pL,
correspondentes respectivamente as concentracdes da curva analitica a 2,0 mL
diretamente na cubeta. Cada amostra foi realizada por dois analistas diferentes
em dois dias diferentes. As amostras foram realizadas em triplicata em
espectrofotdmetro de UV-Vis no comprimento de onda de 294 nm.

A precisao foi calculada através do coeficiente de variacdo das amostras,
conforme equacéo 4.

Exatidao e recuperacéao

Foi pesado exatamente 0,5 g do creme com HQ a 2% em beéquer.
Adicionou-se quantidade suficiente de alcool etilico para a solubilizacdo e
transferiu-se esta solucédo para baldo volumétrico de 100,0 mL. Completou-se o
volume com alcool etilico e procedeu-se agitacdo em banho de ultrasom até a
completa solubilizacdo do creme, obtendo-se assim uma solucdo de HQ com
concentracao de 100,0 pg/mL. A solucéo obtida foi centrifugada por 5 minutos em
3500 rpm, utilizando rotor H400 com raio de 14,9 cm. Para o ensaio de exatidao,

foram coletadas e analisadas aliquotas de 10, 30 e 70 pL do sobrenadante. As
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aliquotas foram transferidas para cubeta contendo 2,0 mL de alcool etilico. Para o
ensaio de recuperacao, foram coletadas e analisadas aliquotas de 10, 40 e 60 pL
do sobrenadante. Essas aliquotas foram transferidas para cubeta contendo 2,0 mL
de alcool etilico e 10 pL de uma solucdo padrdo de HQ. Para a preparacédo da
solucao padrao de HQ foram pesados 5,0 mg de HQ que foram solubilizados em
alcool etilico e posteriormente transferidos para baldo volumétrico de 50,0 mL,
completando-se o volume com alcool etilico, correspondentes respectivamente as
concentracdes tedricas de 0,9900 pg/mL; 2,4390 pg/mL e 3,3816 pug/mL da curva
analitica. Agitou-se a cubeta com cuidado e procedeu-se a leitura das
absorbancias a 294 nm no espectrofotdmetro. Os valores de exatiddo foram
obtidos através da equacdo 5. A ANVISA considera o meétodo exato para

variacoes de até 5%.

3.2.3.2. Acido sulftrico 0,1N

Para caracterizar o ponto de zero crossing, espectros de HQ e BQ a 18
png/mL foram obtidos através da técnica de varredura em primeira derivada em
espectrofotbmetro de UV na faixa espectral de 200 a 400 nm.

Para determinar o melhor ponto de leitura da HQ em presenca de BQ,
construiu-se grafico de curva analitica para cada um dos comprimentos de onda

considerados adequados a leitura.

3.2.3.2.1. Estabilidade acelerada

Para avaliar se esta metodologia € adequada para ensaios de estabilidade
acelerada com cremes contendo HQ, os testes foram realizados somente com
cremes contendo apenas HQ sem qualquer tipo de sistema antioxidante. Para
cada amostra de antioxidante foram preparados 50,0 g de creme a 2% de HQ que
foi acondicionado em frascos plasticos com tampa de rosca. O creme foi

submetido a temperatura de 65 +1C em estufa.
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O ensaio teve duracdo de 96 h, sendo que o tempo de leitura de cada
amostra foide 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 e 96 h. Em cada um dos tempos determinados,
pesou-se exatamente 0,6 g de creme, correspondente a 15,0 mg de HQ, em
béquer, adicionou-se cerca de 5,0 mL de acido sulfarico 0,1N, previamente
preparado, através da diluicdo de 3,0 mL de &cido sulfdrico concentrado para 1,0 L
de agua ultrapura e padronizado conforme literatura (MORITA, 1972), lentamente,
procedendo agitacdo com bastéo de vidro. Esta solucéo foi transferida para baléo
volumétrico de 100,0 mL e completou-se o volume com o solvente, resultando em
uma solucdo de 120 pg/mL. Desta solugdo, uma aliquota de 3,75 mL foi

transferida para baldo de 25,0 mL a fim de obter-se a concentragao de 18 pug/mL.

3.2.3.2.3. Validacédo da Metodologia

Linearidade:

A curva de analitica foi obtida a partir de cinco concentracdes de solucdes
de HQ (10-26 ug/mL). A linearidade foi avaliada pelo método de regresséo linear,
com determinacdes realizadas em triplicata para cada nivel de concentragéo.

Pesou-se 50,0 mg de HQ que foram solubilizados em béquer com acido
sulfarico 0,1N. Esta solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL
e completou-se o volume com acido sulfarico, obtendo-se assim uma
concentracao de 1000 ug/mL, denominada “solugcéao estoque”.

A partir da solucdo estoque, diluicbes foram realizadas em balGes
volumétricos de 25,0mL, completando-se o volume com &cido sulfurico 0,1N para
obtenc&o das seguintes concentracdes teodricas: 10 ug/mL, 14 ug/mL, 18 ug/mL,

22 ng/mL, 26 pg/mL.

Precisao

Foram pesados 0,5 g de creme contendo 2% de HQ em béquer. Ao creme

foi adicionado quantidade suficiente de é&cido sulfdrico 0,1N. Esta solucdo foi
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transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL, resultando em uma solucéo de

HQ 100 pg/mL, denominada solucdo estoque.

Repetibilidade

A partir da solucdo estoque foram transferidos 0,25; 0,45 e 0,65 mL para
baldo volumétrico de 25,0 mL, completando o volume com &cido sulftrico 0,1N,
obtendo-se respectivamente as concentragcfes de 10, 18 e 26 pg/mL As amostras
foram realizadas em triplicata e analisadas por espectrofotometria de UV-Vis. no

comprimento de onda de 230 nm.

Precisao intermediaria:

A partir da solucdo estoque foram transferidos 0,25; 0,45 e 0,65 mL para
baldo volumétrico de 25,0 mL, obtendo-se respectivamente as concentracfes de
10, 18 e 26 pg/mL. Cada amostra foi realizada por dois analistas diferentes em
dois dias diferentes. As amostras foram realizadas em triplicata em
espectrofotdmetro de UV-Vis. no comprimento de onda de 230 nm.

A precisao foi calculada pelo CV%, conforme a equacgdo 4, citada

anteriormente.

Exatidao e recuperacéao

Uma quantidade de creme de exatamante 600,0 mg correspondente a 12,0
mg de HQ foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 100,0 mL e
dissolvidos em acido sulfurico 0,1N, obtendo-se assim uma solucéo de 120 pg/mL.
Aliguotas de 10,0 mL desta solucédo foram transferidas para balbes volumétricos
de 100,0 mL contendo respectivamente 1,0; 5,0 e 10,0 mL de solucdo padréo de
HQ de 100 pg/mL. Acido sulfarico 0,1N foi adicionado para completar o volume,

obtendo-se assim concentracdes teoricas de 13,2; 18,0 e 24 ug/mL. Todas as
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amostras foram realizadas em triplicata. A exatiddo foi calculada conforme a

equacéo (5).

Pesquisa de interferentes

O ensaio de especificidade foi realizado com a analise de placebos, na qual
amostras somente do creme base, sem a HQ, foram analisadas. Este sistema de
resposta foi utilizado a fim de examinar se ha interferéncia de sobreposicédo de

bandas que comprometa a quantificacdo da HQ

3.2.3.3. Metanol

Primeiramente, identifica-se o ponto de zero crossing da BQ. Para isso,
solugdes de mesma concentracdo (18ug/mL) de HQ e BQ foram preparadas e
analisadas em espectrofotbmetro em primeira derivada da absorbancia utilizando
a da técnica de varredura, com variagdo de comprimento de onda de 200 a 400
nm.

Preparou-se amostras de HQ e BQ, ambas na concentracdo de 18 ug/mL.
Pesou-se 0,45 mg de HQ e de BQ, separadamente, que foram transferidos para
béqueres de 10,0 mL e solubilizados em metanol. Transferiu-se as solu¢des para
baldes de 25,0 mL e completou-se o volume com metanol.Todas as amostras
foram realizadas em triplicata e analisadas no espectrofotbmetro em primeira
derivada da absorbancia. Os espectros foram sobrepostos para identificar o ponto

de zero crossing da BQ.

3.2.3.3.2. Validacédo da metodologia

Linearidade
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Pesou-se 5,0 mg de HQ, que foram transferidos para um béquer de 50,0
mL. Adicionou-se entdo metanol em quantidade suficiente para solubilizar a HQ. A
solucgéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50,0mL, a fim de obter-se a
concentragcdo de 100 pg/mL, denominada solucdo padréo. As amostras foram
realizadas em triplicata.

Diluicbes foram feitas a partir da solucdo padrdo para obter-se as
concentragdes de 6, 8, 10, 12 e 14 ug/mL.

As amostras foram analisadas pelo método de espectrofotometria
ultravioleta de primeira derivada, em comprimento de onda de 271 nm.

O gréfico foi obtido com a relacdo entre as concentracdes de HQ e valores
obtidos nas 12 derivadas das absorbancias. A avaliacédo foi feita pelo método de

regressao linear.

Precisao

Foram pesados 0,5 g de creme contendo 2% de HQ em béquer. Ao creme
foi adicionado quantidade suficiente de metanol. Esta solugéo foi transferida para
baldo volumétrico de 100,0 mL, resultando em uma solucdo de 100 pg/mL,
denominada solugéo estoque.

Repetibilidade:

A partir da solucédo estoque foram transferidos 0,25; 0,45 e 0,65 mL para
baldo volumétrico de 25,0 mL, obtendo-se respectivamente as concentracdes de
10, 18 e 26 pg/mL As amostras foram realizadas em triplicata e analisadas por
espectrofotometria de UV-Vis. no comprimento de onda de 271 nm.

Precisao intermediaria;

A partir da solucdo estoque foram transferidos 0,25; 0,45 e 0,65 mL para

baldo volumétrico de 25,0 mL, obtendo-se respectivamente as concentracdes de
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10, 18 e 26 pg/mL. Cada amostra foi realizada por dois analistas diferentes em
dois dias diferentes. As amostras foram realizadas em triplicata em
espectrofotdmetro de UV-Vis. no comprimento de onda de 271 nm.

A preciséo foi calculada através do coeficiente de variagdo das amostras,

conforme equacéo 4.

Exatidao e recuperacéo

Para a preparacdo da solucdo estoque de 100 pug/mL de HQ, pesou-se
exatamente cerca de 5,0 mg de HQ que foram diluidos em quantidade suficiente
de metanol para a solubiliza¢édo. Transferiu-se esta solugcédo para baldo volumétrico
de 50,0 mL, obtendo-se entdo a concentragédo de 100 pug/mL.

Pesou-se exatamente cerca de 600,0 mg de creme, correspondente a 12,0
mg de HQ, que foi diluido com quantidade suficiente de metanol para a dissolu¢ao
do creme. Essa solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 100,0 mL, a fim
de obter-se uma solucdo de HQ a 120 ug/mL. Aliquotas de 5,0 mL desta solugéo
foram transferidas para baldo volumétrico de 5,0 mL contendo respectivamente
0,5; 2,5; e 5,0 mL de solucdo estoque 100 ug/mL de HQ. As amostras foram

analisadas em 271 nm. A exatidao foi calculada conforme a equacgéao 5.

3.2.3.3.1. Estabilidade acelerada

Pesou-se exatamente 100,0 mg de creme com 2% HQ em béquer de 10,0
mL. Adicionou-se 5,0 mL de metanol. Esta solucéo foi agitada com bastao de vidro
e filtrada em papel de filtro para baldo volumétrico de 50,0 mL, completando o
volume com metanol. Desta solugédo pipetaram-se 2,5 mL que foram transferidos
para baldo volumétrico de 10,0 mL e completou-se o volume com metanol.

Para a realizacdo do ensaio de estabilidade acelerada, os cremes contendo
sistemas antioxidantes compostos de metabissulfito de sodio 0,1%, acido a lipdico
5% e somente HQ sem qualquer tipo de sistema antioxidante foram armazenados

em estudas e submetidos a diferentes temperaturas.
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Estabilidade acelerada a 55C

Para a realizacdo do ensaio de estabilidade acelerada, os cremes contendo
sistemas antioxidantes compostos de metabissulfito de sédio 0,1%, acido a lipdico
5% e somente HQ sem qualquer tipo de sistema antioxidante foram submetidos a

55°C armazenados em estufas durante aproximadament e 150 h.

Avaliagéo visual
Fotografias dos cremes submetidos a 55C foram feit as nos tempos 0, 24,
48, 72, 96, 120 e 144 h.

Estabilidade acelerada a 45C

Para a realizacdo do ensaio de estabilidade acelerada, os cremes contendo
sistemas antioxidantes compostos de metabissulfito de sédio 0,1%, acido a lipbico
5% e somente HQ sem qualquer tipo de sistema antioxidante foram submetidos a

45°C armazenados em estudas durante aproximadament e 900 h.

Avaliacao visual

A realizacdo da avaliacao visual da decomposicdo da HQ permite avaliar
gualitativamente o grau de decomposicdo da HQ através do escurecimento
gradativo que a BQ oferece. Fotografias dos cremes submetidos a 45T foram
feitas nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 168, 192, 216, 312 e 900 h

Estabilidade a temperatura ambiente
Para a realizacdo do ensaio de estabilidade a temperatura ambiente (30C),

os cremes contendo apenas HQ sem antioxidante foram armazenados a 30C. As

leituras foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 17, 21, 24 e 28 dias.
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4, Resultados e discusséo
Preparagéo do creme base

Para a realizacéo dos ensaios previstos no estudo de estabilidade, a HQ foi
incorporada ao creme base. A formulacdo que melhor se adequou para a
incorporacdo da HQ, baseado em estudos anteriores realizados em nosso
laborat6rio (BOLDRINI, 2005) é bem simplificada, diminuindo a possibilidade de
interferéncia dos componentes.

De acordo com YOUN e colaboradores (2006), o pH da pele da face é de
5,3. Usou-se acido citrico para ajustar o pH do creme e todos os testes foram
realizados com o creme nesta faixa de pH. Por isso a HQ e os antioxidantes foram
umedecidos previamente com propilenoglicol. SILVA e LIMA (2005) afirmam que a
solubilizacdo da HQ em propilenoglicol a torna mais estavel que quando a
solubilizacdo € feita com etanol, uma vez que o propilenoglicol tem a propriedade
de manter o pH da formulacdo estavel enquanto o etanol tende a torna-lo mais
acido. Uma vez que a HQ esteja em pH muito diferente de seu pH de maxima
estabilidade, reacbes como a de oxidacdo podem ser fomentadas, além do pH
muito &cido inviabilizar o uso tépico do creme. Os antioxidantes foram
incorporados ao creme base. Apoés trituracdo e solubilizacgdo da HQ em
propilenoglicol, o creme, contendo os respectivos antioxidantes foi transferido para
o gral em escala geométrica.

Para serem expostos a temperaturas elevadas nos ensaios de estabilidade,
os cremes foram acondicionados em frascos plasticos com tampa de rosca, para

impedir a evaporagao da agua.

Estabilidade preliminar

Apés a centrifugacdo, o creme nao apresentou separacdo de fases,
classificando-se a amostra como N segundo as normas especificadas pela

ANVISA (BRASIL, 2003), o que indica que o creme escolhido possui boas
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condicOes fisicas de estabilidade para a realizacdo dos testes de estabilidade do

farmaco.

Quantificacdo da HQ em creme

Alcool etilico

Esta metodologia foi estudada previamente em nosso laboratério para a
guantificacdo de cremes contendo o complexo de HQ e [-ciclodextrina. Os
ensaios foram refeitos sem o complexo de inclusdo para a quantificacdo de HQ
remanescente no ensaio de estabilidade, a fim de avaliar se a metodologia era
viavel para este tipo de estudo.

Os resultados obtidos nos ensaios propostos nesta metodologia, que utiliza
o0 alcool etilico como solvente, foram avaliados por espectrofotometria na regiao de
UV-Vis. Foi feita uma varredura em toda a faixa espectral para identificar o pico de
méaxima absorcdo para a HQ. Na Figura 5 pode-se observar que o pico de
absorcdo maxima da HQ em alcool etilico é de 294 nm. O resultado observado
confirma os resultados obtidos anteriormente em nosso laboratério bem como o
descrito na literatura (USP 25, 2002). A partir deste resultado, as leituras foram

realizadas no comprimento de onda de 294 nm.

Absorbance (ALY
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Figura 5: Determinagéo do pico de méaxima absorcdo da HQ em alcool etilico
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Estabilidade acelerada

O efeito da temperatura sobre uma reagdo de decomposi¢cao permite prever
a estabilidade de produtos, em condicdes normais de prateleira, a partir de
resultados obtidos nos ensaios de estabilidade acelerada.

De acordo com Lachman et al. (2001), a velocidade de uma reacdo quimica
praticamente duplica a cada 10C de aumento de temp eratura. Porém, algumas
reacbes ndo sao afetadas significativamente, enquanto outras apresentam
alteragOes significativas. Recomenda-se, assim, a elaboracdo de um protocolo de

teste de estabilidade para cada formulacao.

Estabilidade acelerada a 45C

Na Tabela 6, encontram-se os valores de concentracdo obtidos em cada
intervalo de tempo proposto a 45C para cada sistem a antioxidante estudado.

Cada amostra foi avaliada em triplicata e as médias foram consideradas.

Tabela 6: Médias das concentragdes de HQ em pg/mL obtida para cada

antioxidante utilizado.

Concentracdo de HQ (ug/mL) em cada tempo (h)

0 48 72 120 168 264
HQ 0,5345 0,4307 0,4702 0,4475 0,417/5 0,4394
Met 0,1% 0,5283 0,4904 0,4754 0,4835 0,481 0,4939
Met 0,5% 0,512 0,4475 0,471 0,4977 0,4435 0,4870
Met 1% 0,5205 0,4124 04375 0,4641 0,4586 0,4628
Met 2% 0,5256 0,4601 0,4809 0,4734 0,4949 0,5029
VC-IP 0,1% 0,4939 0,5092 0,5168 0,4945 0,483 0,4337
VC-IP 0,5% 0,4897 0,5072 05028 0,5032 0,4827 0,4332
VC-IP 1% 0,5032 10,4944 0,4858 0,4883 0,4733 0,3937
VC-IP 2% 0,5044 0,4938 0,5067 0,853 0,486 0,4030

HQ : hidroquinona
Met: antioxidante - metabissulfito de sédio
VC IP : antioxidante- tetraisopalmitato de ascorbila
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Pode-se observar que mesmo apés 264 h a 45C, os valores de
concentracdo de HQ remanescente quantitativamente determinada por
espectrofotometria em UV- Vis em todos o0s cremes ndo se alteraram
significativamente. Contudo, as amostras contendo somente HQ ou HQ com VC IP
apresentavam-se com coloracdo amarronzada, caracteristica da oxidacdo do
farmaco. O mesmo nao ocorreu com o0 creme que continha metabissulfito de sodio
como antioxidante.

As Figuras 6 e 7 ilustram a variacdo da concentracdo de HQ em funcédo do
tempo de exposicdo de cada amostra ao estresse fisico provocado pelo aumento
da temperatura em funcédo do tempo. No grafico a esta ilustrado as concentracdes
de HQ obtidas sem antioxidante em cada um dos tempos de leitura. Nos graficos
de b a e encontra-se a HQ adicionada de metabissulfito nas concentracdes de
0,1%, 0,5%, 1% e 2%, respectivamente, e nos graficos de b a e da Figura 6
encontra-se a HQ adicionada de VC IP nas concentracfes de 0,1%, 0,5%, 1% e

2%, respectivamente.
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A partir dos graficos expostos nas Figuras 6 e 7, pode-se analisar que a
concentracdo de HQ diminuiu conforme o tempo de exposicdo do creme a
temperatura elevada. Contudo observou-se também que a concentracdo de HQ
comecou a aumentar significativamente apds algum tempo de exposicdo. Na
Figura 6 a que contém somente HQ sem sistema antioxidante, este aumento
comecou por volta de 72 h apds a submissao do creme a estufa. Observou-se que
a HQ com metabissulfito ( b, ¢, d, e) apresentou uma queda inicial nas primeiras
48 h em todas as concentra¢fes. Ja na Figura 7, com o VC IP como antioxidante,
ocorreu a queda de concentracdo de HQ apos 96 h.

Todavia, como o gréfico apresentou um aumento de concentracdo de HQ
nas horas seguintes, ndo pode-se afirmar que a quantificacdo do analito
corresponda somente ao farmaco. Deduziu-se, que algum o produto de
degradacdo produzido pelo estresse fisico, decorrente da elevacdo de
temperatura do estudo de estabilidade, talvez estivesse interferindo na
quantificacdo da HQ, ocasionando sobreposicdo de bandas que é o que ocorre

guando, mais de uma substancia absorve luz no mesmo comprimento de onda.
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Andlise Visual da degradacédo da HQ

A analise visual da decomposi¢cdo da HQ é um ensaio qualitativo que tem
por finalidade avaliar a decomposicdo da HQ acompanhando o escurecimento das

amostras, conforme Figura 8.

Figura 8: Fotografia da degradacdo de creme contendo HQ. Da esquerda para a
direita encontram-se: HQ sem antioxidante, metabissulfito de sédio
0,1%, 0,5%, 1% e 2%, VC IP 0,1%, 0,5%, 1% e 2%. Fotografias
tiradas nos tempos 0 h (a), 72 h (b) e 264 h (c).

Na andlise visual da decomposicdo da HQ, pode-se observar
gualitativamente que o VC IP ndo conseguiu estabilizar formulagdo da HQ, pois
obteve 0 mesmo grau de escurecimento da amostra do controle negativo, ou seja,
da HQ sem qualquer antioxidante. Talvez este fato possa ser explicado pela
natureza lipofilica do VC IP. O VC IP & um éster derivado da vitamina C, e,
portanto lipossoluvel. Tal propriedade confere ao VC IP maior afinidade pela fase
oleosa do creme. Assim, a migracdo do antioxidante para a fase oleosa manteria
0s componentes da fase aquosa, vulneraveis a oxidacdo, favorecendo a

degradacao da HQ.
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Estabilidade acelerada a 65C

Como o VC IP ndo mostrou eficacia na avaliagdo visual, permitindo que a
HQ oxide na mesma intensidade do creme sem antioxidante, a intencdo de
recoloca-lo neste experimento foi de tentar quantificar a porcentagem de HQ
remanescente. O acido a lipbico foi escolhido, pois possui acdo mais hidrofilica
que o VC IP, protegendo a HQ da acao oxidativa da dgua. Os resultados obtidos

encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7: Concentragbes de HQ (png/mL) obtidas por espectrofotometria em UV —

Vis

Tempo HQ acido a VC IP
(h) lipdico
0 0,593 0,736 0,560
2 0,560 0,764 0,569
4 0,654 0,780 0,644
6 0,610 0,830 0,532
8 0,578 0,787 0,516
10 0,538 0,756 0,595
12 0,567 0,653 0,540

Com a finalidade de obter a porcentagem de decomposicdo em cada
antioxidante utilizado, a média inicial e a média final da concentracdo de HQ
(Mg/mL) para cada sistema antioxidante foram analisadas. Para a HQ sem
antioxidante a porcentagem de decomposicao foi de 4,39%, para o creme com HQ
contendo &cido a lipdico como sistema antioxidante, a porcentagem de
decomposicdo da HQ foi de 11,27% e para o VC IP foi de 3,57%. A andlise
estatistica destes resultados mostra que a amostra de HQ sem antioxidante e a
amostra que contém acido a lipéico como sistema antioxidante sao
significativamente diferentes (p valor = 9,095 . 10°) com nivel de significancia de

5%. Ja a amostra que contém VC IP quando comparada com a amostra sem
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antioxidante, no mesmo intervalo de confianga, ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (p valor = 0,182). Quando as amostras dos dois
antioxidantes, VC IP e &cido a lipéico foram comparadas, verificou-se que elas
possuem diferenca estatisticamente significativa, apresentando um p valor de
4,771 . 10°°. A partir destes resultados, temos que a amostra de creme que possui
VC IP como sistema antioxidante, possui 0 mesmo perfil estatistico de degradacéo
gue a amostra que contém somente a HQ sem antioxidante, como pode ser

observado no gréfico de decomposi¢éo das Figuras de 9, 10 e 11.
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Figura 9: Decomposicao da HQ a 65 C.
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Figura 10: Decomposi¢cdo da HQ contendo acido alfa lipdico como sistema
antioxidante a 65<C.
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Os graficos das figuras de 8 a 11 mostram também o perfil de
decomposicdo da HQ na preparacdo sem antioxidante e quando os antioxidantes
foram incorporados ao creme. Pode-se observar que o perfil da HQ sem
antioxidante (Figura 12) é o mesmo da HQ com VC IP como sistema antioxidante
(Figura 14). Mesmo apresentando menor porcentagem de decomposicao que o
acido a lipéico, por apresentar o mesmo perfil gue a HQ sem antioxidante, o VC IP
nao pode ser considerado um antioxidante adequado para este tipo de
formulacdo. Ao comparar VC IP e &cido a lipbico, pode-se considerar que o
segundo possui um melhor perfil que o primeiro, mesmo apresentando maior taxa
de degradacdo de HQ em relacdo a concentracdo inicial e final do creme no

ensaio de estabilidade.
2.3.1.2. Validagc&o da metodologia

Linearidade

O valor do coeficiente de regresséo linear (r?) é o indicador de linearidade
do método, o que implica que as concentracbes analisadas correspondem
proporcionalmente as absorbancias encontradas, uma vez que o valor de 0,997
encontrado € muito proximo a 1 (Figura 12).

Na Tabela 8 encontram-se os volumes adicionados a 2,0 mL diretamente
na cubeta, a respectiva concentracdo obtida e os valores de absorbancia
encontrados para cada ensaio, realizado em triplicata. A partir das médias,

construiu-se a curva analitica, conforme Figura 12.
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Tabela 8: Ensaio de linearidade.
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Volume Concentracdo Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia DP

(uL) (ng/mL) nl n2 n3 média

10 0,4975 0,0230 0,0201 0,0187 0,021 0,002
20 0,9900 0,0391 0,0386 0,0349 0,038 0,002
30 1,4778 0,0542 0,0526 0,0521 0,053 0,001
40 1,9607 0,0787 0,0698 0,0680 0,072 0,006
50 2,4390 0,0872 0,0873 0,0851 0,087 0,001
60 2,9126 0,1031 0,1256 0,1009 0,110 0,014
70 3,3816 0,1207 0,1268 0,1185 0,122 0,004

DP = desvio padréao

0,14

0,12 4

0,10 +

0,08

0,06

Absorbancia

0,04

0,02

0,00

y =0,0365531025 . x
r2=0,997
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Figura 12: Curva analitica de HQ em alcool etilico.
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Precisao

A precisdo de uma metodologia analitica representa o grau de concordancia
entre os resultados das analises individuais, quando o procedimento for aplicado a
uma amostra homogénea, nas mesmas condicdes de teste. Envolve a avaliacdo
do grau de dispersao dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma
mesma amostra, avaliada pelo calculo do desvio padréo relativo (BRITTAIN, 1998;
BRASIL, 2004).

Segundo as normas estabelecidas pela ANVISA (BRASIL, 2003), a
precisdo pode ser avaliada por trés parametros: repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade. Neste trabalho foram avaliadas somente a
repetibilidade e a precisdo intermediaria. A reprodutibilidade foi excluida pela

dificuldade em realizar o experimento em outro laboratério, com outro analista.

Repetibilidade

Tabela 9: Valores de precisdo obtidos no ensaio de repetibilidade para HQ.em

creme.
Concentracéo
tedrica HQ média DP CV%
(Mg/mL)
0,4975 0,386433 0,0084018 2,174193
1,9607 2,091333 0,067248 3,215557
3,3816 3,527433 0,107476 3,046862

DP = desvio padréao

CV (%) = coeficiente de variacéo

Conforme os resultados expostos na Tabela 9, o método analitico testado
apresenta boa repetibilidade, uma vez que as normas especificas (BRASIL, 2003)
consideram um método analitico preciso quanto este possui coeficiente de
variacao inferior a 5%. O valor do coeficiente de variacdo obtidos para a menor
concentracdo foi 2,174 para a concentragdo mediana foi 3,216 e para a maior
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concentracdo analisada foi 3,045. Todos os valores de CV indicam boa

repetibilidade e precisdo da metodologia.

Precisao intermediaria

A ANVISA (BRASIL, 2003) preconiza que a precisao intermediaria dever ser
realizada em dois dias diferentes e por dois analistas diferentes.

O ensaio foi realizado por analistas diferentes, denominados analista A e
analista B. Cada analista realizou o ensaio de precisdo de trés concentracdes
diferentes da curva analitica, uma concentracdo baixa de 0,4975 ug/mL , uma
intermediaria de 1,9607 ug/mL e uma alta de 3,3816 ug/mL em triplicata, em dois
dias diferentes, denominados dia 1 e dia 2. Os resultados de cada concentracéo,
obtidos por cada analista com suas respectivas médias e coeficiente de variacao,

encontram-se dispostos na Tabela 10.
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Tabela 10: Valores médios (n=3) obtidos na analise de preciséo intermediéaria.

Concentracéao cV
Analista dia teérica HQ (ug/mL) média %)
A 1 0,4975 0,386 2,176632
A 1 1,9607 2,091 3,216069
A 1 3,3816 3,527 3,047236
B 1 0,4975 0,450 1,867067
B 1 1,9607 2,063 3,259719
B 1 3,3816 3,338 3,219772
A 2 0,4975 0,467 1,799101
A 2 1,9607 2,066 3,254985
A 2 3,3816 3,456 3,109838
B 2 0,4975 0,400 2,10045
B 2 1,9607 2,071 3,247127
B 2 3,3816 3,494 3,076016

CV (%) = coeficiente de variagéo

Os resultados obtidos indicam que o método proposto mostra-se preciso
também para o ensaio de precisdo intermediaria, pois em nenhuma das
amostras analisadas obteve-se coeficiente de variacdo superior a 5%. A
precisao intermediaria € um teste importante, uma vez que é realizado por dois
analistas diferentes em dias diferentes, o que propde que nao ha interferéncias

significativas na reproducéo da metodologia.
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Recuperacao e exatidao

Tabela 11: Médias dos valores de HQ obtidas no ensaio de recuperacéo.

Volume de SE Concentracéao Média das %
adicionado tedrica (ug/mL)  concentracdes obtidas recuperada
10 0,9900 1,0090 101,91
40 2,4390 2,5308 103,76
60 3,3816 3,4647 102,46

No teste de recuperacdo, as médias dos valores encontrados para cada
concentracdo estdo apresentadas na Tabela 11. Esses valores sugerem que a
recuperacao do método analitico € satisfatéria, todas as concentracdes analisadas

se enquadram na variacao de 94 a 106% preconizada pela USP 25 (2002).

Tabela 12: Médias das concentra¢fes (n = 3) obtidas no ensaio de exatidao.

Concentracao teorica Média das concentracdes

. Exatidao
(ug/mL) obtidas
0,4975 0,486433 97,77
1,9607 2,091333 106,66
3,3816 3,527433 104,31

Na tabela 12 encontram-se os dados do ensaio de exatiddo. A exatidao é
expressa pela equagéo 7.

Para uma metodologia ser considerada exata, a ANVISA (2002) permite
gue os resultados obtidos a partir da equacéo de exatiddo tenham uma flutuacao
de 5% em relacdo a média tedrica, ou seja, de 95 a 105%. Os resultados obtidos
com essa metodologia séo satisfatorios, pois as trés concentracdes analisadas

estao de acordo com as normas.
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Acido sulfarico 0,1N.

Para a realizacdo desta metodologia, que utiliza &cido sulfirico como
solvente, considerou-se a formacédo do produto de degradacdo BQ, por isso a
técnica utilizada sera a espectrofotometria de derivadas. O grafico apresentado na
Figura 13 mostra a varredura da HQ e da BQ em primeira derivada, a fim de
identificar o ponto de zero crossing que ocorreu em 225 nm e 230 nm. Esses dois
comprimentos de onda foram considerados apropriados para a quantificacdo da
HQ em presenca de BQ, pois nestes pontos a derivada da absorbancia da BQ é
zero (zero crossing), permitindo que a HQ seja quantificada sem a interferéncia da
sobreposicdo de bandas da BQ. A partir destas consideracdes, foi analisada a
linearidade de cada ponto proposto, para padronizar o comprimento de onda que

apresentou a melhor faixa de linearidade.
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Figura 13: Espectro de varredura em derivada da HQ e BQ em acido sulfurico
0,1N.
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Figura 14: Linearidade da HQ obtida por espectrofotometria de derivada em 230 e

225 nm.

Na Figura 14 pode-se observar que apesar de a diferenca de correlagéo

linear ser minima, o ponto que obteve melhor linearidade foi o de 230 nm.

Portanto, as leituras foram realizadas neste comprimento de onda.

Estabilidade acelerada

encontra-se na Tabela 13.

A quantidade de HQ encontrada, em média, para cada concentracao
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Tabela 13: Concentracdo de HQ remanescente apdés degradacdo acelerada a
65°C por 96 h.

Tempo (h) Valor da d1 (230 nm) Concentracao de HQ
Remanescente (ug/mL)
0 -0,0581 18,0240
1 -0,0558 17,3105
2 -0,0545 16,9072
3 -0,0592 18,3652
4 -0,0591 18,3342
5 -0,0616 19,1098
6 -0,0594 18,4273
24 -0,0568 17,6207
96 -0,0718 22,2740

Por meio da equacao de reta obtida na curva analitica, a concentracédo de
HQ foi calculada para os valores das meédias obtidas em primeira derivadas
durante 96 h. A gquantidade de HQ remanescente decaiu nas 3 primeiras horas e
comecou a aumentar a partir da terceira hora, mantendo-se estavel até a sexta
hora. A leitura seguinte ocorreu no tempo de 24 h e a HQ apresentou queda na
concentracdo. Porém, apds 96 h, a concentracdo de HQ remanescente voltou a
aumentar. Considerando que apOs sofrer estresse térmico e consequente
degradacdo, a concentracdo de HQ remanescente deveria diminuir em relacao a
concentracao inicial. O aumento da concentracdo de HQ encontrado indica que a
técnica ndo se mostrou adequada ou o creme escolhido para a incorporacao da
HQ nao seja compativel com o solvente utilizado, uma vez que esta metodologia
foi desenvolvida e validada em outras condi¢gbes experimentais (LOPEZ-GARCIA
et al., 2005).
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Figura 15: Concentracdo de HQ remanescente em funcdo do tempo de
permanéncia do creme na estufa a 65°C.

Na Figura 15 pode-se observar um aumento consideravel na concentracéo
de HQ no decorrer das horas, principalmente até 20 h apdés o inicio do
experimento, apresentando concentragdo muito maior que a inicial de HQ no
tempo de 96 h. Como os resultados eram obtidos por espectrofotometria de
primeira derivada como pode-se observar na Figura 16b, a presenca de um
segundo pico representado pela linha preta do espectro sugere a possivel
presenca de um segundo produto de degradagcdo. Porém quando o espectro é
convertido para absorbancia, o espectro formado indica que a amostra analisada
esta com a linha base deslocada, o que interfere diretamente na quantificagdo da
HQ, que pode ser explicado por uma falha na metodologia. Como o solvente
utilizado é acido sulfarico 0,1N, a quantidade de agua no solvente € bastante alta,
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0 que impossibilita a total solubilizacdo do creme, que por ser uma emulséo e,
portanto conter fase oleosa, ndo pode ser solubilizado somente pela agua, que &
um solvente hidrofilico. Assim sendo, a solugcédo obtida para a realizacdo das
leituras era de cor esbranquicada, o que faz que a luz emitida pelo
espectrofotbmetro difunda-se, e entdo o resultado do espectro foi alterado, pois

houve um deslocamento da linha base, conforme ilustrado na Figura 16.

dl Ahsorbinela

0.25 o

T T T T T T
Z00 220 240 260 280 200 320 240 a0 .
0.05 - Comprimento de onda (nm)

0.1

0.15 o

0.2 -

dl Ahsorbinela

-0.25 4
-0.3 o

025 4 T T T T T T
200 220 240 260 280 200 320 240 360

Comprimento de onda (rum)

Figura 16: Caracterizacdo do deslocamento da linha base.
a Espectro obtido em absorbancia, b Espectro obtido em primeira

derivada.
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Validacdo da Metodologia
Linearidade

O coeficiente de regressao linear obtido na construcao da curva analitica de
HQ em acido sulfarico 0,1 N apresentou-se satisfatorio, com valor de 0,999. A
linearidade da curva (Figura 21) garante a quantificacdo do farmaco em qualquer

faixa de concentracao que esteja dentro da faixa de concentracéo analisada.
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Figura 17: Curva analitica de HQ em &cido sulfarico 0,1N.
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Precisao:

Repetibilidade

Na Tabela 15 encontram-se o0s resultados obtidos no ensaio de
repetibilidade. As trés concentracdes foram obtidas a partir do creme contendo 2%
de HQ. As analises foram realizadas em triplicata e a média, o desvio padrdo e o
coeficiente de variacdo das amostras foram obtidos como parametro de

comparacao.

Tabela 14: Valores obtidos a partir de trés concentracdes diferentes no teste de

precisdo, com respectiva meédia, desvio padrdo e coeficiente de

variacao.
Concentragao - 0
de HO (ug/mL) nl n2 n3 média DP CV%
10 12,389 12,460 11,503 12,117 0,5332 4,40
18 17,723 19,786 19,395 18,968 1,0958 5,78
26 25,481 26,259 26,342 26,028 0,4751 1,83

DP = desvio padréao

CV (%) = coeficiente de variagéo

Conforme os dados expostos na tabela 15, o0 método analitico testado € ndo
possui boa repetibilidade, pois o coeficiente de variacdo obtido para a amostra de

concentracao intermediaria foi superior a 5%.
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Precisao intermediaria

A tabela 15 apresenta os valores obtidos no ensaio de precisdo
intermediaria de cada concentragdo analisada por cada analista nos dois dias de

ensaio.

Tabela 15: Valores obtidos para precisdo intermediaria a partir de trés

concentragdes diferentes por dois analistas em dias diferentes.

analista dia concentragao média desvio CV%
(ng/mL) padrao
A 1 10 12,117 0,53 4,40
A 1 18 18,968 1,10 5,78
A 1 26 26,028 0,48 1,83
B 1 10 12,013 0,53 4,44
B 1 18 17,441 1,10 6,28
B 1 26 25,727 0,48 1,85
A 2 10 8,715 0,53 6,12
A 2 18 16,874 1,10 6,49
A 2 26 24,314 0,48 1,95
B 2 10 9,414 0,53 5,66
B 2 18 17,016 1,10 6,44
B 2 26 25,524 0,48 1,86

CV (%) = coeficiente de variagéo

Conforme pode ser observado nos resultados que se encontram na Tabela
16, algumas amostras analisadas ndo apresentaram boa precisdo intermediaria,
pois o coeficiente de variacdo obtido para cada amostra de cada concentracéo
nao pode ultrapassar a 5%, conforme preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2003).
Valores do coeficiente de variagdo ndo foram satisfatorios nos casos em que o
desvio padrao é alto em relacdo a média (analista A:10 pg/mL no dia 2, 18 pg/mL

nos dias 1 e 2; analista B: 10 pg/mL nos dias 1 e 2, 18 ug/mL , nos dias 1 e 2),
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Exatidao e recuperacao

A Tabela 16 apresenta os valores de concentragdo encontrados e a

porcentagem recuperada em cada concentracéao.

Tabela 16: Média dos valores de HQ em pg/mL obtidos no ensaio de recuperacéo.

Concentracao tedrica Concentracao Quantidade recuperada (%)
(ng/mL) encontrada
13 12,79 98,38 + 0,07
17 16,525 97,21 +0,21
22 21,77 98,95 + 0,36

A USP 25 (2002) preconiza que o ensaio de recuperacdo deve obter
resultados que variem entre 94 e 106%. A Tabela 16 apresenta os resultados de
recuperacdo. Todas as concentracdes tedricas propostas foram analisadas e
apresentaram porcentagem de recuperacdo que flutuam entre 98,95% para
concentracao de 22 pg/mL e 98,38% para a concentragdo de 13 pg/mL. Conforme
0 que foi exposto, os resultados do ensaio de recuperacdo sdo considerados
satisfatorios.

A Figura 18 ilustra as proporcbes obtidas por espectrofotometria de
derivadas na regido do UV-Vis no comprimento de onda de 230 nm.
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Figura 18: Espectros obtidos no ensaio de recuperacdo de HQ utilizando acido

sulfdrico 0,1N como solvente.

Para a obtencdo da exatiddo do método proposto, pode-se analisar os
resultados encontrados no ensaio de recuperagdo. Um método € considerado
exato quando o valor obtido experimentalmente para cada concentracdo nao
ultrapassa 5% do valor tedrico (BRASIL, 2002). A Tabela 17 apresenta os dados

do ensaio de precisdo avaliados para a exatidao.

Tabela 17: Valores das obtidos a partir de trés concentracdes diferentes.

ConCer(IS’ga/(l%:I(_J)de HQ Med'a(ﬁgfrii';“e”ta' Exatid&o (%)
0 12,79 127,90
18 16,53 91,83
26 21,77 83,73

O valor de exatiddo encontrado para cada concentracdo analisada nao foi
satisfatério, uma vez que para 10 pg/mL o valor de exatidao foi superior ao valor
tedrico em 27,9%; na concentragdo de 18 pg/mL, o valor de exatiddo obtido foi
inferior ao valor tedrico em 8,2%, e finalmente, na concentracdo de 26 pg/mL, o
valor de exatiddo também foi inferior ao valor teérico, em 6,3%. Nenhuns dos

valores obtidos neste ensaio estdo de acordo com a literatura oficial que prevé a
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exatiddo do método quando o resultado experimental obtido ndo ultrapassa 5% do
valor teorico (BRASIL, 2002).

Pesquisa de interferentes

O objetivo da pesquisa de interferentes é garantir que o espectro obtido na
analise do creme base néo interfira na quantificacdo do farmaco. Observou-se que
a linha vermelha correspondente ao placebo em cada uma das figuras (Figuras 19
a 21) estd muito préoxima ao zero no ponto de zero crossing ideal para a
guantificacdo da HQ (A = 230 nm). Essa anulacdo do placebo indica que ndo ha
interferéncia, ou que a interferéncia do placebo na quantificacdo da HQ é minima.

Nas Figuras 19 a 21 encontram-se os graficos de sobreposi¢cado dos cremes
com os antioxidantes e da solucdo de HQ, sendo que a linha vermelha
corresponde ao espectro do creme com o respectivo antioxidante e a curva em

preto corresponde a solucdo de HQ a 18 ug/mL.
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Figura 19: Sobreposicdo de espectros do creme contendo acido a lipoico (linha
vermelha) e HQ em solucdo acido sulfurico 0,1N a 18 ug/mL (linha

preta).
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Figura 20: Sobreposicao de espectros do creme contendo ditionito de sédio (linha
vermelha) e HQ em solugdo acido sulfarico 0,1N a 18 ug/mL (linha

preta).
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Figura 21: Sobreposicdo de espectros do creme contendo metabissulfito (linha
vermelha) e HQ em solucdo &cido sulfdrico 0,1N a 18 ug/mL (linha

preta).

Os gréficos apresentados mostram que nao houve interferéncia do creme
base na quantificacdo de HQ por espectrofotometria de derivadas na regido do
UV-Vis, pois a linha vermelha correspondente ao creme encontra-se proxima ao
zero, enquanto a HQ, representada pelo espectro em preto possui um pico na
faixa de leitura de 230 nm, indicando que ndo hé interferéncia do creme e dos

antioxidantes na leitura da HQ, e portanto, 0 método € especifico.
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4.3.3. Metanol

Esta metodologia foi desenvolvida a partir de dados coletados nas
metodologias avaliadas anteriormente. O solvente escolhido foi o metanol, pois ele
€ capaz de solubilizar completamente o creme e com isso ndo interferir no
espalhamento de luz do espectrofotometro, ndo deslocando a linha de base e
impedindo que haja quantificacéo errbnea do farmaco.

A metodologia descrita da farmacopéia (USP 25, 2002) foi adaptada para
reduzir o gasto de metanol, com a utilizagdo de uma escala dez vezes menor da
proposta na farmacopéia.

Como a metodologia da farmacopéia aplica-se somente para cremes recém
manipulados, no qual considera-se que ndo haja formacdo de produto de
degradacdo, adaptamos o uso de espectrofotometria de derivadas para poder
guantificar a HQ na presenca de BQ.

Na USP 25 (2002) esta descrito um ensaio para quantificacdo de HQ em
creme. O inconveniente deste processo, é que ignora-se a presenca do produto de
degradacédo o que torna esta metodologia inviavel para o teste de estabilidade.

Sendo assim, utilizou-se o solvente sugerido pela farmacopéia (metanol),
capaz de solubilizar completamente tanto a fase oleosa quanto a fase aquosa do
creme. A completa solubilizacdo do creme garante que a linha base seja mantida
e que nao haja desvios que comprometam a quantificacéo da HQ.

Observa-se na Figura 22 que no ponto de zero crossing, o valor da
derivada da absorbancia da BQ é proximo ao zero e o valor da derivada da
absorbancia da HQ, diferente de zero. Deste modo, mesmo em presenca de seu
produto de degradacdo, a HQ pode ser identificada e quantificada sem qualquer

interferéncia resultante da aceleracao da reacao de oxidacédo pela temperatura.
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Figura 22: Caracterizacdo e identificacdo do ponto de zero crossing da HQ em
metanol. Solucdo de HQ a 18 ug/mL (linha vermelha), BQ a 18 ug/mL
(linha preta)

A Figura 22 mostra os espectros de derivada de absorbancia para a
caracterizacdo do ponto de zero crossing. A linha vermelha corresponde a solucéo
de HQ de concentracdo 18 ug/mL, a linha preta corresponde a solucdo de BQ
obtida na mesma concentracdo da HQ e a linha azul € somente um ponto
ilustrativo para a localizacdo de absorbancia zero pelo espectro. O ponto de zero

crossing utilizado para a realizacao das leituras é de 271 nm.

4.3.3.1. Validagdo da metodologia

Linearidade

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de regresséo linear da

curva analitica da hidroquinona em metanol apresentada na Figura 23.
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Figura 23: Curva analitica de HQ em metanol

O coeficiente de regressao linear obtido na curva analitica apresentada na
Figura 23 foi de 0,999 garantindo a linearidade do método.

Precisao

A precisdo de um método analitico representa a dispersédo de resultados
entre os ensaios realizados, com condi¢cbes bem definidas e padronizadas.
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Repetibilidade

Tabela 18: Valores de precisdo obtidos a partir de trés concentracfes diferentes

de creme contendo HQ.

Concentracao

de HQ (ug/mL) nl n2 n3 média DP CV%
10 8,899 8,899 9,050 8,934 0,087 0,976
18 19,173 19,173 18,410 18,858 0,441 2,336
26 24,220 24,623 26,004 24,949 0,935 3,750

DP = desvio padréao

CV (%) = coeficiente de variagéo

Conforme os resultados apresentados na tabela 18, o método analitico
testado mostra-se preciso, pois para todas as concentra¢cdes analisadas o CV foi
inferior a 5%, estando dentro dos limites especificados pela ANVISA (BRASIL,
2003).

Precisao intermediaria

A ANVISA (BRASIL, 2003) preconiza que a precisado intermediaria dever ser
realizada em dois dias diferentes e por dois analistas diferentes.
A Tabela 19 apresenta os valores obtidos no ensaio de preciséo

intermediaria.
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Tabela 19: Valores obtidos a partir de trés concentracdes diferentes de HQ em

creme por dois analistas em dias diferentes.

Analista dia Concentracao édia desvio CV%
(ng/mL) padréo
A 1 10 8,94 0,0951 1,06
A 1 18 18,86 0,4405 2,34
A 1 26 25,28 0,6050 2,39
B 1 10 9,70 0,0436 0,45
B 1 18 18,62 0,0828 0,45
B 1 26 26,38 0,0262 0,10
A 2 10 9,64 0,0271 0,28
A 2 18 18,30 0,0061 0,03
A 2 26 26,33 0,0052 0,02
B 2 10 10,75 0,1413 1,31
B 2 18 17,92 0,0044 0,02
B 2 26 27,61 0,0017 0,006
CV (%) = coeficiente de variagcéo

Esses dados indicam que o método proposto possui precisdo intermediaria
satisfatéria, uma vez que ndo houve variacdo superior a 5% nos valores obtidos

para o coeficiente de variacao.

Exatidao

A exatiddo foi calculada através da analise da concordancia dos valores
experimentais com o valor tedrico. Os dados obtidos estdo apresentados na
Tabela 20.
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Tabela 20: Valores de exatidédo obtidos a partir do teste de recuperacéo.

Concentracéo teorica Concentracéo Exatidao
(Ct) encontrada (Ce) (Ct/Ce)
pglmL pgimL
13 12,916 99,3846
17 17,815 104,7941
22 22,250 101,1364

Os valores de exatiddo encontrados para cada concentracdo analisada
mostraram que a metodologia desenvolvida é considerada exata, pois a razao
entre a concentragao tedrica e a concentracdo experimental encontrada é inferior
a 5%. As concentragbes escolhidas para a realizagdo do ensaio foram
determinadas considerando que € necessario uma concentracdo baixa, uma
meédia e uma alta da curva analitica, contemplando toda a faixa de linearidade da

curva.

Recuperacéao

A Tabela 21 apresenta a média dos valores de concentragdo encontrados e

a porcentagem recuperada para cada concentragao.

Tabela 21: Valores de concentracdo de HQ em pg/mL obtidos no ensaio de

recuperacao.
Concentracéo teorica Concentracao Quantidade recuperada
(nglmL) encontrada (puglmL) (% xdesvio padrao)
13 12,91 99,32 £ 0,043
17 17,15 100,87 £ 0,017
22 22,53 102,39 + 0,076

A USP 25 (2002) preconiza que cremes contendo HQ nao devem ter menos
gue 94% e mais que 106% de HQ. De acordo com esta preconizagdo, o ensaio de

recuperacao apresentou-se satisfatério em todas as concentracdes analisadas.
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4.3.3.2. Estabilidade acelerada

Os ensaios de estabilidade acelerada foram realizados em duas temperaturas
diferentes, 55 °C e 45°C

Na Figura 24 encontra-se a concentracdo de HQ remanescente durante o
tempo de armazenamento na estufa a 55°C
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Figura 24: HQ remanescente em creme sem antioxidante (T = 55°C).

Para a avaliacdo da estabilidade acelerada da HQ a 55 C, observou-se na
Figura 28, que a concentracdo inicial de HQ foi cerca de 9 ug/mL. Em 48 h do
inicio do experimento notou-se que houve uma queda na concentracdo de HQ
para aproximadamente 8,5 ug/mL, supondo que haja uma possivel decomposicdo
da HQ e formacao de seu produto de degradacao.

A partir deste tempo, a concentracdo de HQ comecou a subir novamente.
Como o ponto de zero crossing obtido anulava somente a BQ, especulou-se que
com o0 aumento da temperatura a reagdo de oxidacdo acelerou, causando uma

decomposicao rapida da BQ em outros produtos de degradacéo.
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De acordo com a Figura 25, muitas rotas para a decomposi¢cdo da HQ
podem ser admitidas, e, portanto, seria necessario identificar os produtos de
degradacdo presentes e adquirir os respectivos padroes, a fim de derivar a
absorbancia para cada um deles, para encontrar um ponto de zero crossing
comum. Outra forma seria utilizar métodos cromatograficos, como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia, na qual as areas sobre os picos obtidos poderiam ajudar
a separar os componentes e assim quantificar a HQ baseado somente em seu
pico caracteristico.
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Figura 25: llustragdo esquematica da oxidacdo da HQ em meio basico.
| — p-benzohidroquinona (HQ); Il — p-benzosemiquinona; Il — p-
benzoquinona(BQ); IV — 2-hidroxi-p-benzohidroquinona; V - 2-hidroxi-p-
benzosemihidroquinona; VI - 2-hidroxi-p-benzoquinona; VIl — 2,3-epoxi-
p-benzoquinona. Adaptado de INCHEM.

A figura 26 apresenta o grafico obtido da HQ remanescente em fungédo do
tempo em creme contendo metabissulfito de sodio como antioxidante. Como
exposto anteriormente, a temperatura pode ter interferido na velocidade da reacéo
de oxidag&o da HQ, levando a outro produto de degradagéo que ndo seja a BQ. A
formacao de um produto de degradacao de espectro interferente poderia aumentar
ou diminuir a amplitude do espectro referente a HQ, o que causaria a impressao

de aumento ou diminui¢cdo da concentracao de HQ remanescente.
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Figura 26: HQ remanescente em creme com metabissulfito de sodio (T = 55C).

Para poder analisar o perfil de degradacdo da HQ em cada sistema
antioxidante prosposto, foram construidos graficos que correlacionam o logaritmo

natural (In) da concentracdo de HQ (ug/mL) em func&o do tempo, dado em horas,
conforme apresentado nas Figuras 27, 28 e 29.
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Figura 27: Perfil de degradacao da HQ sem antioxidante
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Figura 28: Perfil de degradagdo da HQ com &cido « lipdico
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Figura 29: Perfil de degradagédo da HQ com metabissulfito de sodio
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Com a finalidade de comparar estatisticamente os resultados obtidos,
utilizou-se o teste t de variancia. A amostra de HQ sem antioxidante (Figura 31) e
a amostra que contém &cido a lipdico (Figura 28) como sistema antioxidante sédo
significativamente diferentes (p valor = 0,004591) com nivel de significancia de
5%. A amostra que contém metabissulfito de sédio (Figura 29) quando comparada
com a amostra sem antioxidante (Figura 31), no mesmo intervalo de confiancga,
também apresentou diferenca estatisticamente significativa (p valor =0,01162).
Quando as amostras dos dois antioxidantes (Figuras 28 e 29) foram comparadas
entre si, o p valor obtido de 0,466437 mostra que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa.

Esses resultados, porém, indicam somente a diferenca ou a semelhanca
estatistica entre as amostras analisadas. Para poder definir qual dos sistemas foi
mais eficiente, fez-se a porcentagem de degradacdo da HQ durante o tempo
analisado. A HQ sem antioxidante apresentou 32,76% de degradacéo em relacdo
a concentragdo inicial. A amostra que contém HQ e metabissulfito de sédio como
sistema antioxidante apresentou uma decomposicao de 24,28%, e a amostra que
contém &acido o lipdico como antioxidante apresentou a taxa de degradacdo de
57,48%. Comparando os resultados estatisticos com os resultados de percentual
de degradacao, pode-se afirmar que o antioxidante que melhor estabilizou a HQ,
mantendo-a estavel, com a menor taxa de degradacdo foi o metabissulfito de
sodio.

O acido a lipéico quando comparado a amostra com HQ sem antioxidante,
pareceu acelerar a processo de degradacéo, pois apresentou maior perda de HQ
gue a amostra sem antioxidante durante o tempo do ensaio de estabilidade
acelerada. Contudo, deve-se considerar que o creme perdeu sua estabilidade,
tornando-se fluido. Segundo dados fornecidos no laudo de fabricante, o ponto de
fusdo do acido o lipdico é em torno de 59C. A desestabilizacdo do antioxidante
levou a uma desestabilizacdo do creme observada pela separacéo de fases. A
agua presente no creme, ao perder a emulsificagdo com a fase oleosa pode ter

acelerado a oxidacédo da HQ.
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Avaliacao visual da decomposicdo da HQ a 55T

A Figura 30 apresenta as fotografias tiradas em diversos tempos com a

finalidade de avaliar a decomposi¢cédo da HQ observando-se o escurecimento das
amostras.

Tempo O h Tempo 24 h Tempo 48 h

Tempo 72 h

Tempo 144 h

Figura 30: Fotografias da degradacédo da HQ por estresse térmico a 55C. Analise
realizada com base no escurecimento das amostras.

Na fotografia 30a, pode-se observar que as amostras contendo somente
HQ e HQ com metabissulfito de sédio sdo brancas, enquanto a amostra contendo

acido a lipdico € amarelo claro. Na fotografia 30b, observou-se que a amostra
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contendo metabissulfito continuou branca, a amostra contendo HQ comeca a
escurecer para um tom mais amarronzado. A amostra contendo &acido a lipdico
desestabilizou, tornando-se liquido, possivelmente porque o ponto de fusdo do
acido a lipdico,segundo dados do fabricante, € de aproximadamente 59C. Sendo
assim, esta amostra foi descartada. A partir da figura 30c observou-se um
escurecimento gradual da amostra contendo somente HQ sem antioxidante, e a
amostra contendo metabissulfito continuou mantendo sua coloracéo inicial. Essas
observacdes indicam que a oxidagdo avaliada por meio visual foi apresentada
somente na amostra que ndo contém o antioxidante. Como os resultados do
estudo da estabilidade sofreram interferéncia de possiveis produtos de
degradacdo, uma vez que foi verificado um aumento na concentracdo de HQ no
decorrer do tempo, mesmo com a linha base alinhada, ndo foi possivel quantificar
a decomposicdo de HQ nos cremes, o que nao permitiu afirmar que a oxidacao

ocorreu somente no creme sem antioxidante.
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4.3.3.1.2.Estabilidade acelerada da HQ a 45C

Na avaliacdo da estabilidade da HQ sem qualquer tipo de sistema
antioxidante, pode-se observar na Figura 31 que a concentracdo de HQ
remanescente caiu bruscamente apdés 72 h de exposicdo e manteve-se
praticamente constante até 196 h. Apds a Ultima leitura, realizada apos 264 h do
inicio do experimento, observou-se que a concentracdo de HQ foi praticamente

Z€ero.

12 ~

10 +

( y=-0,031.x + 7,968

r* = 0,77

Concentragéo de HQ (ug/mL)
()]

0 100 200 300 400

Tempo (h)

Figura 31: Decomposicao da HQ a 45T sem antioxidante.
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Com base no que foi exposto e considerando que o produto perde o prazo
de validade quando a concentrag&o inicial decai 10%,de acordo com a equagao 1

0 produto expirou o prazo de validade a 45C em men os de 24 horas.

12 A L]
® o y =- 0,00992. x + 10,967
[ ]

T 104 o R®=0,51
E 10 o
S e
g o
o ° °
©
18 6
O
g
= °
8 41
c
o
O

2 -

0 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
Tempo (h)

Figura 32: Decomposicdo da HQ contendo metabissulfito como sistema
antioxidante a 45<C.

Na avaliacao da estabilidade de HQ com sistema antioxidante composto por
metabissulfito de sodio, a decomposicao da HQ submetida a estresse térmico tem
suas concentracoes ilustradas na Figura 32. Se considerarmos que a
concentracao inicial da HQ foi de aproximadamente 9 ug/mL, de acordo com a
equacdo 1, a HQ perdeu 10% da sua concentragéo inicial e esta fora do prazo de
validade em aproximadamente 87 horas, porém, apesar de quantitativamente a
HQ n&o possuir mais concentracdo suficiente para garantir o prazo de validade,
pois esta com menos de 90% da sua concentracdo inicial, o creme nao

apresentou coloracdo amarronzada caracteristica da presenca da BQ, produto de
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degradacdo da HQ. O uso de metabissufito de sédio como sistema antioxidante
para a HQ é adotado pela indastria que fabrica e comercializa seu produto de
referéncia.

12 q
y =-0,0080 . x + 10,008

10 (] I’2 = 0,92

Concentracéo de HQ
(e}

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Tempo (h)

Figura 33: Decomposicdo da HQ contendo acido a lipbico como sistema
antioxidante a 45<C.

Na avaliagdo da estabilidade de HQ com sistema antioxidante composto
por acido a lipdico, de acordo com o grafico apresentado na Figura 33, e a partir
da equacdo 1, observou-se que a HQ perdeu 10% da concentracao
correspondente a quantidade de farmaco exigido para garantir o prazo de validade
em torno de 125 h, assim como aconteceu quando o antioxidante utilizado foi o
metabissulfito de sédio, e sua concentracdo aproxima-se de zero em
aproximadamente 700 h ap0s o inicio do experimento. Com base nessas
informagbes pode-se presumir que para manter a prazo de validade, tanto o
metabissulfito de sédio, quanto o acido a lipéico mostraram-se eficientes, sendo
gue o &cido a lipéico mostrou-se mais eficiente que metabissulfito de sodio em
torno de 47,5%
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Avaliacao visual da decomposi¢céo da HQ a 45<.

Tempo=0h Tempo =24 h Tempo =48 h
Tempo=72h Tempo =96 h Tempo = 168 h
Tempo =192 h Tempo = 216 h Tempo =312 h

Figura 34: Fotografias das amostras contendo
HQ submetidas a degradacédo por
estresse térmico a 45C. Analise
realizada com base no
escurecimento das amostras.

Tempo =900 h
A Figura 34 apresenta fotografias tiradas nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 168,

192, 216, 312 e 900 h. Pode-se observar que a degradacdo apresentada pela

mudanca da coloracdo do cremes (de branco, no caso de metabissulfito e da HQ,
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e de amarelo claro no caso de acido a lipbico), para coloracdes mais escuras em
tons amarronzados, caracterizando a decomposicdo da HQ e possivel formacéo
de BQ.

Além disso, pode-se observar que o metabissulfito manteve a formulagéo
mais estavel comparando-se ao creme contendo acido a lipdico que apresentou
certa instabilidade fisica a partir de 312 h, tornando-se mais fluido, comprando-se
com o produto no inicio do ensaio. A amostra contendo metabissulfito permaneceu
com sua coloracdo inicial até o final do ensaio, e podemos afirmar que a 45T,
apesar de ndo haver escurecimento da amostra, ocorreu a degradacdo da HQ
como foi comprovado pela quantificacdo espectrofotométrica das amostras.

Com bases nessas informacfes, pode-se afirmar que somente o0 ensaio

visual ndo é parametro para garantir que houve ou ndo oxidacéo da HQ.

Estabilidade da HQ a 30C

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2002), a temperatura ambiente para a
regido dos tropicos é de 30C. Por isso determinou- se a constante de velocidade
de degradacéo (K) e o prazo de validade da HQ nesta temperatura.

O ensaio de estabilidade da HQ em creme a temperatura de 30T foi
realizada somente com a HQ, sem antioxidante.

A Figura 35 apresenta o perfil de degradacao da HQ.
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Figura 35: Perfil de decomposi¢cdo da HQ em creme a 30T

O perfil de degradacéo apresentou linearidade em relagdo a decomposicao
da concentracdo de HQ em razdo do tempo, o que significa que a velocidade da
reacao independe da concentracdo da HQ, caracterizando a reacdo como zero
ordem (PRISTA et al., 1995), na qual fatores externos, tais como a luz e a
presenca de oxigénio na amostra influenciam na velocidade de reacédo. Como a
constante da velocidade de reacao para zero ordem € a inclinacdo da reta, tem-se
gue K é igual a 0,308.

Determinacé&o do prazo de validade

Uma vez que se conhece K e a ordem da reacao € possivel estimar o prazo
de validade, utilizando a equacéo correspondente a ordem de reagdo. Como no
ensaio de estabilidade a temperatura ambiente, a HQ em creme apresentou
reacdo de zero ordem, o prazo de validade pode ser calculado de acordo com a

equacgéo 1.
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Tem-se, assim, que o prazo de validade para o creme contendo 2% de HQ,
sem qualquer sistema antioxidante é de aproximadamente trés dias, uma vez que
esteja armazenado a temperatura ambiente.

Como citado anteriormente, a temperatura é de fundamental importancia
para a determinacdo da velocidade da reacdo de oxidacdo da HQ. Um artificio que
pode ser utilizado para aumentar este prazo de validade é manter o creme sob
refrigeracdo, o que diminuiria a velocidade de degradacdo do farmaco e

consequentemente aumentaria o prazo de validade do mesmo.
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CONCLUSOES

A partir das observagdes baseadas nos resultados obtidos, concluiu-se que:

O método de quantificacdo de HQ em creme para estudo de
estabilidade utilizando 4&lcool etilico como solvente nao foi
analiticamente adequado, pois apesar de a metodologia ter sido
validada, néo foi levado em conta os produtos de degradacdo que se
formam durante o estudo de estabilidade. Esta metodologia pode ser
novamente testada, pois possui baixo custo, contudo deve-se
analisar o ponto de zero crossing para a BQ e s6 entdo proceder as
analises. Por outro lado, esta metodologia pode ser utilizada para
controle de qualidade em produtos recém acabados, nos quais nao
houve formacédo do produto de degradacéao.

O método de quantificacdo de HQ em creme que utiliza o acido
sulfurico como solvente ndo apresentou resultados satisfatérios,
possivelmente pela composicao do creme.

O método de quantificacdo de HQ em creme para estudo de
estabilidade utilizando metanol como solvente mostrou-se
analiticamente satisfatério, pois foi validado e permitiu a
quantificacdo da HQ na presenca da BQ.
A 55T ,0 VC IP apresentou menor porcentagem de de composi¢&o
da HQ que o acido a lipbico, mas, por apresentar o mesmo perfil que
a HQ sem antioxidante, o VC IP nao pode ser considerado um
antioxidante adequado para este tipo de formulagao.

O metabissulfito foi o antioxidante que manteve a melhor estabilidade
da forma farmacéutica.

O prazo de validade previsto para a HQ foi verificado com a
metodologia que utiliza metanol como solvente foi de
aproximadamente 24 horas para a HQ sem antioxidante, 87 horas

para a HQ com metabissulfito de s6dio como sistema antioxidante e
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125 para a HQ com &cido a lipdico quando expostos a temperatura
de 45C. A 30C a HQ foi avaliada apenas sem antiox idante e

apresentou prazo de validade de aproximadamente 3 dias.
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