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DEVELOPMENT OF A METHOD FOR DETERMINATION OF TIOCONAZOLE ASSOCIATED WITH POLYMERIC
NANOCAPSULES BY LIQUID CHROMATOGRAPHY. The aim of this work was to develop and validate an analytical method
for the quantification of tioconazole in polymeric nanocapsule suspensions by high performance liquid chromatography with UV

detection. The analysis was performed with a mobile phase composed of methanol:water (80:20) and 0.18% ammonium hydroxide;
RP-18 column and UV detection at 219 nm. The method proved to be linear in the concentration range of 5-50 ug mL"! (r = 0.9999),
specific, precise (repeatability RSD = 1.42%, intermediate precision RSD = 1.17%), accurate (98 - 102%) and robust (RSD < 2.0%).
In conclusion, a simple and rapid method was validated proving suitable for quantification of tioconazole in polymeric nanocapsules.
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INTRODUCAO

Os derivados imidazélicos sdo agentes antiftingicos caracteriza-
dos pela presenca de um anel azélico com dois dtomos de nitrogénio,
o qual se liga a outros anéis aromdticos que conferem a esses farmacos
diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas.! O tioconazol
(Figura 1) € um imidazol, caracterizado como um p¢ cristalino branco
ou quase branco, muito pouco solivel em dgua, muito solivel em
cloroférmio e facilmente solivel em etanol.? Sua férmula molecular
¢ C,;H,;CLLN,OS; apresenta massa molecular de 387,71 g mol',* pKa
de 6,5* e LogP de 4,29.°
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Figura 1. Estrutura quimica do tioconazol

Esse farmaco possui amplo espectro de acdo, sendo utilizado
para o tratamento tépico de dermatofitoses de pele e unhas, pitirfase
versicolor e candidiase mucocutinea.® Relatos de efeitos indeseja-
veis decorrente do uso de tioconazol sdo encontrados na literatura,
destacando-se como um dos derivados imidazdlicos com maior
potencial alergénico.” Esses inconvenientes na terapéutica com tioco-
nazol podem estar diretamente relacionados com a baixa absor¢do do
farmaco, uma vez que se faz necessdria a utiliza¢@o de concentracdes
elevadas para o efeito desejado.®

Visando minimizar os problemas enfrentados com o uso deste
antifiingico, nanocdpsulas poliméricas contendo tioconazol foram
desenvolvidas pelo nosso grupo de pesquisa. As nanocdpsulas po-
liméricas sdo nanoparticulas, compostas por um niicleo geralmente
oleoso, envolto por um fino filme de polimero, sendo que o fairmaco
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pode estar adsorvido na parede, disperso no meio e/ou dissolvido no
nucleo.”!” Esses sistemas apresentam tamanho de particulas inferior
a 1 ym e atuam como carreadores de farmacos, promovendo uma
liberacdo controlada das substincias em locais especificos. Além
disso, promovem uma melhora na resposta terap€utica, permitem a
redugdo da quantidade administrada de formaco e minimizam efeitos
colaterais indesejdveis.'!?

A caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados ¢ realizada por
diferentes métodos, sendo fundamental a determinagdo do teor de
farmaco incorporado a eles. Na literatura cientifica encontram-se alguns
métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a
quantifica¢@o do tioconazol em formas farmacéuticas; entretanto, ne-
nhum € especifico para as nanoestruturas propostas neste trabalho. Além
disso, sao métodos bastante trabalhosos, que utilizam solventes de custo
elevado e, ainda, a grande maioria faz uso de solu¢oes tampao.*!>13

A Farmacopeia Americana® descreve como fase mével a utilizagdo
de acetonitrila:metanol:dgua (44:40:28) alcalinizada com hidréxido
de amonio, tendo como desvantagem o uso de acetonitrila, solvente
de alto custo. Outro fator desvantajoso € o comprimento da coluna
(25 cm), que acarreta em longo tempo de elui¢do, retardando o tempo
de retencdo do pico do tioconazol (entre 12 e 17 minutos). Por outro
lado, a Farmacopeia Britinica® descreve métodos para a quantificacdo
do tioconazol em forma farmacéutica creme. O método utiliza como
fase mdvel uma mistura de tetrabutilamonio diidrogénio ortofosfato
0,005 g mol™! (pH ajustado para 7,4 com hidréxido de amonio 2 g mol
1) e metanol (1:4), fator esse desvantajoso em se tratando do uso de
tampao, por ser prejudicial para o tempo de vida 1til da coluna e por
requerer cuidados em relagdo ao equipamento.

Frente ao exposto, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e
a validacdo de um método analitico simples e eficiente, capaz de quan-
tificar o tioconazol apds a sua associagdo a nanocéapsulas poliméricas.

PARTE EXPERIMENTAL
Material e reagentes

A matéria-prima de tioconazol (99,22%, m/m) foi obtida da
Pharma Nostra (Sao Paulo, Brasil); metanol grau cromatografico foi
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adquirido da Tedia (Rio de Janeiro, Brasil); o hidréxido de amonia
da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e a dgua ultrapura foi purificada
através do aparelho MegaPurity Mega RO (Rio de Janeiro, Brasil).
Para a preparacdo das nanoparticulas foram utilizados monoestearato
de sorbitano (Span® 80) e o polimero poli(g-caprolactona) (PCL, Mn
=70.000 — 90.000) obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, Brasil); o
Oleo (triglicerideos de cadeia média) adquirido da Delaware (Porto
Alegre, Brasil); polissorbato 80 (Tween® 80) e acetona da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil).

Preparacio da suspensio de nanocapsulas poliméricas

As suspensdes de nanocdpsulas foram preparadas pelo método de
deposicdo interfacial do polimero pré-formado descrito em trabalho
prévio.'® Foram obtidas nanocdpsulas poliméricas de tioconazol
(NC-TIO), a uma concentracdo de 1,0 mg mL"'. Para a avaliagdo
da especificidade do método, nanocdpsulas sem o fairmaco foram,
também, preparadas (NC-B).

Condicoes cromatograficas

Um sistema de cromatografia a liquido Shimadzu (Kyoto, Japao)
foi utilizado, equipado com bomba LC-10AD VP, detector UV SPD-
10A VP, central de controle SCL-10A VP e injetor manual Rheodyne
(volume de injecdo 20 uL). Os dados foram analisados pelo programa
Class-VP (Shimadzu, Kyoto, Japdao). Um segundo cromatdgrafo
foi utilizado para determinag@o da pureza do pico cromatografico
(Shimadzu LC-20A, Kyoto, Japao), equipado com bomba LC-20AT,
detector SPD-M20A PDA e sistema controlador CBM-20A. Como
fase estaciondria empregou-se uma coluna Gemini® Phenomenex
C-18 (150 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um, associada
a uma pré-coluna Phenomenex®C-18 (4,0 x 3,0 mm, 5 um). A fase
moével foi composta de metanol:dgua:NH,OH (80:20:0,18, v/v). O
sistema foi operado a temperatura ambiente, utilizando vazio de
1,0 mL min'. A detec¢do foi realizada em 219 nm e o tempo de
retencao foi de, aproximadamente, 7,2 minutos.

Preparacao das solucoes amostra

Para a determinacdo do tioconazol, 400 puL da suspensdo de
nanocdpsulas poliméricas foram adicionados em baldo volumétrico
de 20 mL juntamente com metanol. Essa solugdo foi submetida a
sonicagdo por 40 minutos, a fim de extrair o firmaco presente nas
nanoestruturas. Ap6s, o volume do baldo foi aferido para obtencio
da concentracdo tedrica de 20,0 ug mL'. As amostras foram filtradas
em filtro quantitativo e em membrana de celulose regenerada (0,45
um; Sartorius®) sendo, entdo, analisadas por CLAE-UV.

Preparacio das solucdes da substiancia quimica de referéncia

Uma solugdo estoque de tioconazol em metanol foi preparada,
na concentragdo de 1,0 mg mL"'. Uma aliquota de 400 uL da solugéo
estoque foi transferida para baldo volumétrico de 20 mL, utilizando
metanol como solvente, a fim de obter uma solucdo de concentragio
de 20 pg mL"!. Todas as solugdes foram filtradas em membrana de
celulose regenerada (0,45 um; Sartorius®) antes de serem analisadas
pelo sistema cromatogréfico (n = 3).

Validagiio do método analitico
Os parametros avaliados na valida¢do do método compreenderam:

especificidade, linearidade, limites de quantificacéo e detecgdo, preci-
sdo (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatidao e robustez.'”'®
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Especificidade

A especificidade do método foi determinada pela andlise da
pureza do pico do tioconazol e pela utilizagdo de uma suspensao de
nanocapsulas sem o formaco, contendo os excipientes utilizados na
sua preparagdo (amostra placebo). Essa suspensao foi submetida ao
mesmo processo usado para a preparacdo das amostras que conti-
nham o farmaco. O cromatograma obtido foi analisado para verificar
a possibilidade de interferéncia dos componentes da formulagao.

Para verificar a presenga de possiveis produtos de degradagdo, as
NC-TIO (1,0 mL) foram acondicionadas em cubetas transparentes
(Brand®, 12.5 mm x 45 mm x 12.5 mm) e expostas a luz ultravioleta
artificial UVC (Phillips TUV — UVC long life, 30 W) em camara
espelhada (1 m x 25 cm x 25 cm). As amostras foram coletadas no
tempo zero e apds 15 horas de exposi¢do, submetidas ao processo
de extrag@o, e o teor de tioconazol foi determinado por CLAE-UV.
O ensaio foi realizado em triplicata.

Linearidade e limites de detec¢do e quantifica¢do

Para a construgdo da curva analitica, aliquotas da solugéo estoque
(1,0 mg mL™") foram transferidas para baldes volumétricos de 20 mL
e o conteudo diluido em metanol, a fim de se obter concentragdes de
5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug mL"". Trés curvas analiticas independentes
foram construidas e a linearidade foi obtida pelo estudo da regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados e analisadas por Andlise
de Variancia (ANOVA). Os limites de deteccio (LD) e quantificacio
(LQ) foram calculados a partir da curva analitica média, considerando
o desvio padrdo do intercepto e a inclinagdo.'

Precisdo

A precisdo foi determinada em niveis de repetibilidade e precisao
intermedidria. A repetibilidade foi realizada a partir da andlise de seis
amostras independentes, na mesma concentragdo (20,0 ug mL"), no
mesmo dia e nas mesmas condicdes experimentais. Para a avaliacio
da precisdo intermedidria as amostras (20,0 pg mL") foram analisadas
em trés dias diferentes (n = 3/dia). Os resultados foram expressos
como desvio padrao relativo (DPR, %).

Exatiddo

O ensaio de exatiddo foi realizado em triplicata, a partir do teste
de recuperagdo. Uma soluc@o de tioconazol na concentracdo de 10
ug mL! foi preparada apds a extragdo do farmaco das nanocédpsulas
com metanol. A essa solucdo foram acrescidas quantidades da solu-
¢do estoque, a fim de obter solugdes de concentragdo de 16, 20 e 24
pug mL! (correspondendo a 80, 100 e 120% da concentragdo usual
de andlise — 20 ug mL™"). O percentual de recuperacdo foi calculado
pela diferenga entre as dreas obtidas das solucdes acrescidas ou ndo
da solugdo estoque."’

Robustez

A robustez do método foi avaliada a partir da andlise das amostras
(20 ug mL"!, n = 3/condicao), variando-se o comprimento de onda (216
€ 222 nm), a vazao (0,8 e 1,2 mL min™') e a coluna (Nanoseparation®
C-18, 150 x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 pm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de um método analitico capaz de quantificar
fadrmacos incorporados em sistemas nanoestruturados exige cuidados
no sentido de garantir a total separacdo do farmaco do complexo
sistema ao qual estd confinado. Neste sentido, a CLAE tem se mos-
trado uma boa alternativa e cada vez mais estudos acerca do uso
desse método para andlise de firmacos nanoestruturados vém sendo
realizados. Como exemplos, métodos analiticos por CLAE-UV foram
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desenvolvidos e validados para a quantificac@o de clobetasol®, clotri-
mazol?!, adapaleno® e dcido lipoico? em suspensdes de nanocdpsulas.

Neste trabalho, alguns testes para a escolha da fase mével ideal
foram realizados, sendo o principal objetivo utilizar um sistema eluen-
te menos complexo que os jd relatados na literatura.'>!s Inicialmente,
foram testadas solu¢des de metanol:dgua em diferentes proporcdes
(80:20; 85:15; 90:10), sendo o metanol o solvente escolhido por
apresentar um menor custo quando comparado a acetonitrila. Todas
as fases moéveis testadas proporcionaram valores adequados de assi-
metria e pratos tedricos (em torno de 1,2 e 3.000, respectivamente);
entretanto, as proporcdes 85:15 e 90:10, apesar de promoverem uma
redu¢@o no tempo de reteng@o, levaram a diminuigdo da resolugdo. A
proporcao 80:20 foi a escolhida por propiciar uma melhor resolugéo,
além de utilizar menor quantidade de solvente organico. No entanto,
no decorrer das andlises, variacdes significativas nos parametros
cromatograficos (drea, fator de cauda e resolucio dos picos) foram
observadas. Essas variagdes foram atribuidas a mudangas nos valores
de pH durante o ensaio. Cabe salientar que em meio levemente dcido e
neutro, mesmo com pequenas variacdes nos valores de pH, a ionizagdo
do farmaco muda drasticamente, pelo fato de que o tioconazol é uma
base fraca. Desta forma, optou-se pela adi¢do de uma base a fase
movel, a fim de manter o tioconazol na forma nado ionizada, sem ser
necessdrio o uso de solucdo tampao para o controle do pH. A escolha
de hidréxido de amonio e da concentragao utilizada foi baseada no
método descrito pela Farmacopeia Americana.’

A fase mével composta por metanol:4gua:NH,OH (80:20:0,18,
v/v), mostrou-se adequada, proporcionando picos com boa resolugio
(préximo a 3), simétricos (fator de cauda em torno de 1,2) e com pratos
tedricos em torno de 5.000. Apds a defini¢do das condi¢des cromato-
gréficas, o método foi validado quanto a especificidade, linearidade,
limites de detec¢do e quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez.

No que diz respeito a especificidade, o método mostrou-se especi-
fico para a andlise do tioconazol, ndo sendo observada a interferéncia
dos excipientes e/ou solvente no pico cromatografico do farmaco.
A Figura 2 mostra a sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos para
a amostra (NC-TIO), solucdo de trabalho e para a solucdo placebo
(NC-B), demonstrando que nenhum pico referente aos excipientes foi
detectado no tempo de retengdo do tioconazol e nem mesmo proéximo
a ele. A andlise da pureza do pico demonstrou a especificidade do
método, uma vez que o indice de pureza encontrado foi de 1,000,
confirmando a auséncia de outras substancias coeluindo no mesmo
tempo de retencdo do farmaco.

Apés 15 h de exposi¢do do farmaco a luz UVC, verificou-se
que o teor residual de tioconazol associado as nanoparticulas foi de
44,36 % em relagdo ao valor obtido no tempo zero. Observou-se a
formacdo de picos adicionais, que podem ser referentes a produtos
de degradacio do tioconazol ou dos excipientes. Cabe salientar que
o método cromatografico desenvolvido permitiu a total separacio
do pico cromatogrifico do fairmaco e de seus possiveis produtos de
degradacido, o que foi evidenciado pelo indice de pureza do pico
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Figura 2. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV para: (a) formulagdo
placebo (NC-B); (b) solugdo de tioconazol (20,0 ug mL') e (c) suspensao
de nanocdpsulas poliméricas contendo tioconazol (NC-TIO) (20,0 ug mL")

(>0,9999) e pela boa resolugdo dos picos adjacentes (R>2) (Figura 3).
Dessa forma, o método pode ser utilizado em estudos de estabilidade
do tioconazol.
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por CLAE-UV para o tioconazol associado

a nanocdpsulas poliméricas no tempo zero (a) e apos 15 horas de exposi¢cdo

aluz UVC (b)

Na andlise da linearidade, a curva analitica descrita pela equagao
y = 52105x - 386,7 apresentou coeficiente de correlagdo préximo a
unidade (r = 0,9999), o que demonstra que o modelo proposto foi
adequado. A andlise estatistica evidenciou regressdo linear signifi-
cativa (F .4, = 04.256,05 > F .., = 4.75) e auséncia de desvio de
linearidade (F ;.00 = 1,74 <F .00 = 3,26), em nivel de confianga de
95%. Tais resultados demonstraram que o método proposto € linear
na faixa de concentragio de 5 a 50 ug mL™". Os valores de LQ e LD
foram de 0,61 ug mL"' e 0,18 ug mL, respectivamente, demonstrando
a sensibilidade do método para baixas concentragdes do farmaco.

Os resultados obtidos para a precisdo (repetibilidade e precisao
intermedidria) estdo expressos na Tabela 1. O desvio padrao relativo
(DPR) para a repetibilidade foi de 1,42% e para a precisdo interme-
didria foi de 1,17%, indicando que o método desenvolvido € preciso

Tabela 1. Resultados obtidos na precisdo do método analitico por CLAE-UV (repetibilidade e precisdo intermedidria) para a quantifica¢do do tioconazol em

nanocdpsulas poliméricas

Concentracdo tedrica Concentrag@o experimental Teor DPR

(ug mL") (ug mL" = DP) (% + DP) (%)

Repetibilidade (n = 6) 20,0 19,99 + 0,28 99,95 + 1,42 1,42
Precisao intermedidria

Dial (n=3) 20,0 19,74 £ 0,14 98,70 + 0,68 0,69

Dia2 (n=3) 20,0 19,93 £ 0,33 99,64 + 1,64 1,65

Dia3 (n=3) 20,0 19,67 £0,18 98,35+ 0,90 0,92

Média + DP (n=9) 19,78 £ 0,23 98,89 + 1,15 1,17
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dentro da faixa de concentragdo e das condi¢des adotadas. Os valores
de recuperacdo alcangados para o ensaio de exatiddo estdo entre 98
e 102 %, demonstrando que o método possui exatiddo satisfatéria®
(Tabela 2).

Tabela 2. Resultados obtidos para o ensaio de exatiddo do método analitico
por CLAE-UYV para a quantifica¢do do tioconazol em nanocdpsulas polimé-
ricas (n = 3)

Amostra E;i?ss:él; Quantidade recuperada Recuperagao
(g mL") (ug mL! = DP) (%) + DP
R1 6,0 6,02 + 0,05 100,3 £ 0,9
R2 10,0 9,99 +0,15 999+ 1,5
R3 14,0 13,95 + 0,16 99,6 + 1,2
Recuperagio média (%) 99,9 + 0,4
DPR 0,35

R1, R2 e R3: amostras acrescidas da solu¢io estoque (10 pg mL™").

A Tabela 3 demonstra os resultados encontrados na robustez do
método analitico. O método ndo foi afetado pelas pequenas variacdes
no comprimento de onda, vazao e nem mesmo pela mudanca da marca
da coluna, uma vez que nao houve diferenga significativa entre os
teores de tioconazol encontrados nas nanocdpsulas poliméricas e os
obtidos nas condigdes recomendadas (p>0,05), indicando a robustez
do método cromatografico desenvolvido.

Tabela 3. Andlise da robustez do método analitico por CLAE-UV para a
quantificac@o do tioconazol em nanocédpsulas poliméricas (n = 3)

Conties T P TS e

‘ (%) + DP
Condigdes otimizadas*  5.521 1,2 7,2 99,41 + 1,10

Vazao (mL min™)
0,8 6.131 1,5 9,0 99,51 £ 0,05
1,2 5.038 1,1 6,2 99,40 £ 0,19
A (nm)

216 5.626 1,3 7,3 100,05 0,71
222 5.603 1,3 7,3 100,83 + 1,82
Coluna® 3.478 1,2 5,5 99,57 + 0,04

*vazdo de 1,0 mL min™'; detec¢do UV a 219 nm; coluna Gemini® Phenomenex
C-18. ®Nanoseparation (150 x 4,6 mm).

Mediante o conjunto dos resultados, foi possivel verificar que o
método cromatografico desenvolvido € adequado para a andlise do tio-
conazol, podendo ser aplicado em estudos de fotoestabilidade e para
a quantificacio do farmaco incorporado em matrizes complexas como
as nanocdpsulas poliméricas, devido a sua seletividade satisfatdria.

CONCLUSAO

Neste trabalho, um método rapido, simples e eficiente por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do UV foi desenvolvido
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para a quantifica¢do do tioconazol em nanocédpsulas poliméricas. O
método proposto mostrou-se especifico, robusto, preciso, exato e
linear na faixa de concentragiio de 5 a 50 pg mL"!, demonstrando a
confiabilidade do mesmo e seu potencial de aplicagdo para a quanti-
ficacdo do farmaco no nanocarreador proposto. Além disso, quando
comparado com os métodos cromatograficos ja relatados, o método
proposto apresenta como vantagens a facilidade na preparagdo da
fase moével, a reducio de solventes orgdnicos e a ndo utilizagdo de
solucdo tampdo, que sdo relacionados a maiores custos e cuidados
preventivos do equipamento.
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