B

International Year of
ANO CHEMISTRY
INTERNACIONAL
AlQ [ paquinca 201
QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

Quim. Nova, Vol. 34, No. 8, 1464-1467, 2011

VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA
DOSEAMENTO DO ADAPALENO EM SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS

ecnica

y

Renata Platcheck Raffin e Marta Palma Alves

Jerusa Goi Barrios, Gabriela D’Avila Farias*, Isabel Roggia, Sandra Cadore Peixoto, Flabio R. Pons, Marcia Bruschi,

Departamento de Nanociéncias, Centro Universitdrio Franciscano, Rua dos Andradas, 1614, 97010-032 Santa Maria — RS, Brasil

Recebido em 27/10/10; aceito em 22/2/11; publicado na web em 12/5/11

~
S
IS
>4

VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD BY HPLC FOR DETERMINATION OF ADAPALENE IN SUSPENSIONS OF
NANOCAPSULES. Adapalene is a retinoid drug often used for disorders of the skin, mainly acne. In this work, an analytical method
for the quantification of adapaleno in suspensions of nanocapsules by HPLC was developed and validated. The method was linear

in the range of 10-30 ug mL"!, with a good correlation coefficient (r = 0.994). Precision and accuracy analysis showed low relative
standard deviation (< 4.6%) and a good recovery percentual (98.2-106.9%). The procedure was specific, linear, precise, exact and

robust so that the method can be applied in quantification of adapalene in suspensions of nanocapsules.
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INTRODUCAO

Com o nome quimico dcido 6-[3-(1-adamantil)-4-metoxifenil]-
2-naftoico, férmula molecular C,;H,,O, e massa molar de 412,52 g
mol,! 0 adapaleno (Figura 1) € um pé branco soldvel em tetraidro-
furano, ligeiramente soltivel em etanol e praticamente insolivel em
dgua.’ Este farmaco € um retinoide de terceira geragéo derivado do
dcido naftoico,’® que possui atividade comedolitica e anti-inflamatéria
apropriada, sendo uma alternativa tGpica para o tratamento da acne.*
A acne é uma doenca genético-hormonal,’ que envolve a unidade
pilossebdcea, sendo mais frequente e intensa em dreas onde as
glandulas sebdceas s3o maiores e mais numerosas, como na face,
no térax e dorso.®

Figura 1. Estrutura molecular do adapaleno

O adapaleno apresenta alta estabilidade frente a luz e ao oxigénio,
ndo demonstrando reatividade quimica.'” Esse firmaco penetra na
unidade pilossebdcea podendo apresentar alguns efeitos indesejaveis,
sendo a irritagdo e o ressecamento da pele os mais comuns.*** Em
vista disso, busca-se com o desenvolvimento de sistemas nanoestru-
turados minimizar esses efeitos adversos e aumentar a eficicia desse
ativo direcionando-o ao local de agao.

Através desta abordagem nanotecnoldgica, foram desenvolvidas
suspensdes contendo nanocdpsulas poliméricas de adapaleno utili-
zando 6leo de melaleuca como ntcleo oleoso e poli-( -caprolactona)
como unidade polimérica. No entanto, a extragio do farmaco a partir
deste sistema nanoestruturado para fins de quantificacdo € extrema-
mente dificil, sendo necessdria a utilizagdo de uma mistura de solven-
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tes que possibilite a solubilizacio da parede polimérica, bem como
do ativo.'” Assim sendo, o desenvolvimento de um método simples,
rapido e preciso para a extracio e quantificacio do adapaleno a partir
das nanocdpsulas € altamente desejavel. Em vista disso, o presente
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método analitico
para quantifica¢@o do adapaleno através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve passar por
um processo de avaliagdo denominado validag¢do, que garante a
confiabilidade e rastreabilidade dos resultados.!! A validac¢do deve
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade
dos resultados."

Vale ressaltar que a literatura consultada ndo apresenta método
analitico validado para a determinagdo do adapaleno.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Para a formagdo das nanocapsulas foi utilizado adapaleno (teor =
100,3%) (Pharma Nostra®), monoestearato de sorbitano (Sigma Al-
drich®), 6leo de melaleuca (Via Farma®), poli-( -caprolactona) massa
molecular = 65000 (Aldrich®), polissorbato 80 (Via Farma®) e acetona
P.A (Nuclear®). Os solventes empregados foram acetonitrila grau
CLAE (J.T. Baker®), dcido fosférico P.A (Nuclear®), metanol grau
CLAE (J.T. Baker®) e tetra-hidrofurano grau CLAE (J.T. Baker®).

Equipamentos

Utilizou-se cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu
YL9100 (CLAE) equipado com bomba modelo LC-10AD, detector
com comprimento de onda varidvel UV/Vis modelo SPD-10Avp, con-
trolador SLC-10Avp, integrador automatico computadorizado com
software Class VP® e injetor automatico SIL-10-Avp, forno para co-
luna CTO-10Asvp Shimadzu e evaporador rotatério 801 (Fisatom®).
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Preparo das suspensoes de nanocapsulas contendo adapaleno

As nanocdpsulas contendo adapaleno foram preparadas através
do método de deposigdo interfacial do polimero pré-formado.”* A
fase organica, composta de acetona, adapaleno, poli-(e-caprolactona),
monoestearato de sorbitano e 6leo de melaleuca, foi vertida na fase
aquosa, contendo polissorbato 80, sob agitagdo magnética moderada.
O volume da suspensdo obtida foi reduzido utilizando-se evaporador
rotatério, de maneira que a concentragao final de adapaleno foi ajus-
tada para 0,3 mg mL"' (m/v).

Extracio do farmaco das nanocéapsulas

Ap0s o preparo das suspensoes, as amostras foram tratadas com
acetonitrila (ACN), tetra-hidrofurano (THF) e metanol (2,5:5,0:2,5
v/v/v) com o objetivo de dissolver o polimero e o firmaco. Posterior-
mente, as mesmas foram filtradas em membrana de poliacetilamida
com porosidade de 0,45 um.

Parametros cromatograficos

As condigdes cromatogréficas foram otimizadas para determina-
¢30 do adapaleno nas suspensdes de nanocdpsulas e estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢des cromatograficas usadas na quantificagdo do adapaleno
em suspensdes contendo NC*

Caracteristica Descricao

Lichropher® 100 RP-18, 250 mm, 4 mm, 5 pm - Merck®

Coluna
Pré-coluna Mesmo material da coluna Lichropher®- Merck®
Fluxo 1,0 mL min!

Volume de inje¢ao 20,0 pL

Deteccao 254 nm

Fase movel Metanol:dgua (95:5, v/v), acidificada a pH 3,0 com

H,PO, (1:1, v/v)

*NC: nanocdpsulas
Validaciao do método analitico

A validagdo do método analitico foi realizada segundo os critérios
propostos pela resolugdo da ANVISA RE n° 899, de 29/5/2003" ¢
pela ICH (International Conference on Harmonization)'™ de 2005. Os
parametros avaliados no desenvolvimento deste trabalho foram: espe-
cificidade, linearidade, precisdo intermedidria, repetibilidade, robus-
tez, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificagdo.

A especificidade do método foi avaliada através de andlises com-
parativas entre as suspensdes de nanocapsulas sem adapaleno (branco)
e as suspensoes contendo o farmaco na concentracdo de 20,0 ug mL'.

Para o estudo da linearidade foram preparadas solugdes para a
construcdo das curvas de calibragdo, analisadas em 3 dias diferentes
e com leituras em triplicata, em 5 concentracdes de adapaleno (10,0;
15,0; 20,05 25,0; 30,0 pg mL™).

A precisdo foi avaliada através da andlise de 6 solugdes amostra
(suspensdo de nanocdpsulas contendo adapaleno) na concentraco de
20,0 ug mL' em um unico dia (repetibilidade) e através da precisdo
intermedidria com injec¢des das solucdes (10,0; 20,0 e 30,0 ug mL™"),
em dias diferentes. A robustez do método foi verificada variando-se
o analista durante o ensaio de precisdo.

A exatiddo do método foi determinada adicionando-se uma
quantidade conhecida de fairmaco (10,0 ug mL"") a solugdo amostra,
resultando nas concentragoes 10,0; 20,0 e 30,0 ug mL".

Validagdo de método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia 1465

Os limites de detecgio (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram
calculados através da diviséo do desvio padrdo dos coeficientes line-
ares das curvas de calibragio do ensaio de linearidade pela média dos
coeficientes angulares destas respectivas curvas, multiplicados por 3
e 10, respectivamente, conforme sugerido pela ICH.!*13

RESULTADOS E DISCUSSAO
Parametros cromatograficos

A técnica de extragdo do adapaleno a partir das suspensoes, bem
como as condi¢des cromatograficas desenvolvidas foram considera-
das adequadas para o doseamento do adapaleno em suspensdes das
nanocdpsulas (NC).

Validaciio do método analitico

A validagdo de métodos analiticos ja foi desenvolvida para formas
farmacéuticas de liberacdo modificada.'®"

O método analitico validado foi especifico para este tipo de andlise
e encontra-se em concordincia com as especificagdes oficiais da drea.

A Figura 2a ilustra um cromatograma de uma amostra branco
e a Figura 2b destaca um cromatograma do adapaleno extraido da
suspensdo de NC na concentrag¢do 20,0 ug mL™.

(a)
02]

Resposta (mv)

Minutos

C

024

0,14

1,171

Resposta (mv)

-
3

Minutos

Figura 2. Cromatogramas da suspensdo de nanocdpsulas vazias (a) e con-
tendo adapaleno (b) nas condigdes cromatogrdficas desenvolvidas, conforme
descrito na Tabela 1

Vale ressaltar que a amostra branco foi preparada da mesma forma
que as suspensdes de nanocdpsulas contendo adapaleno, porém sem
a adi¢do do farmaco.

Conforme cromatograma demonstrado na Figura 2a, pode-se
observar que no tempo de retencdo do adapaleno (11 min) ndo hd
sinal cromatografico, constatando-se entdo que esta pode ser utilizada
como controle para detecgdo do ativo.

De acordo com a Figura 2b, tem-se o sinal do adapaleno na con-
centracdo de 20,0 ug mL" bem definido (em tempo de retengdo de
11 min), o que resulta em boa sensibilidade do método de extracao
e de andlise desenvolvido.

Considerando que o tempo de retencdo do adapaleno, nas condi-
¢des cromatograficas otimizadas neste estudo, € de 11 min e que em
3,1 min tem-se a elui¢do do THEF, vale ressaltar que este intervalo de
separagdo entre os dois compostos € necessdrio, visto que a aproxi-
macdo da elui¢@o, conforme testes preliminares realizados, diminui
a especificidade do método.

Para o ensaio de linearidade, a solucdo mae foi preparada na
concentragdo de 2,5 mg mL", adicionando-se os solventes THF,
metanol e acetonitrila. Posteriormente, as respectivas dilui¢des des-
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critas na Tabela 2 foram preparadas em metanol, para a construcio
da curva analitica.

Tabela 2. Valores de DPR para as diferentes concentracdes da curva analitica

Concentragio (ug mL™) DPR (%)
10,0 1,07
15,0 3,07
20,0 3,97
25,0 2,39
30,0 2,73

Com isso, a linearidade do método foi avaliada a partir da injecéo
das curvas analiticas em triplicata, em 3 dias diferentes e em 5 concen-
tracdes de adapaleno. Para cada concentracdo foi calculado o desvio
padrio relativo (DPR) em relagdo as 9 curvas analisadas (Tabela 2).

Pode-se observar que os valores de DPR para as diferentes con-
centragdes foram inferiores a 4,0%.

Para a avaliag¢@o da linearidade, a equagdo da reta (y = 71875x
- 90836) foi obtida através de estudos de regressdo linear, entre a
concentracdo de adapaleno e suas respectivas respostas, obtendo-se
um coeficiente de determinag@o de 0,994, o que se caracteriza linear
e adequado para tal uso.

O estudo da linearidade do método analitico foi realizado através
de andlise de variancia, verificando-se regressdo linear significativa
e desvio da linearidade ndo significativo (p<0,01) com injecdo de
concentragdes compreendidas entre 10,0 e 30,0 ug mL"!, em triplicata.

A partir dos resultados obtidos no desenvolvimento do método,
conclui-se que a curva analitica pode ser utilizada para a quantifica-
¢do dos valores experimentais do adapaleno, visto que o coeficiente
de determinagdo foi maior que 0,99, atestando a qualidade da curva
analitica obtida, pela baixa dispersdo do conjunto de pontos expe-
rimentais.!!121415

A repetibilidade ou precisdo intradia do método foi avaliada a partir
da determinag@o do desvio padrio relativo (DPR) intradia, a precisio
intermedidria ou precisdo interdias foi determinada a partir dos valores
de DPR interdias e a robustez do método foi avaliada através da andlise
dos resultados obtidos por analistas diferentes. Estes valores de DPR
estdo descritos nas Tabelas 3 e 4, que definem os valores de recupera-
¢oes obtidos para os ensaios de repetibilidade, precisio intermedidria
e robustez para a quantificacdo do adapaleno por CLAE.

Na Tabela 3 pode-se observar que nas 6 medidas para o ensaio de
repetibilidade os valores de recuperagdo ficaram entre 98,2 e 106,9%
e os valores de DPR entre 0,2 e 4,9, o que demonstra conformidade
com os parametros estabelecidos para a validacdo de métodos cro-
matograficos em farmacos.'

Nos ensaios intradia (1° dia), para o analista 1 os valores de re-
cuperacdo ficaram entre 98,4 e 99,4%, e para o analista 2 entre 92,4

Tabela 3. Valores das recuperagdes obtidas no ensaio de repetibilidade para
a quantificacio do adapaleno por CLAE

Repeticoes R (%)* DPR (%)**
N1 98,4 0,6
N2 106,9 0,3
N3 103,8 0,2
N4 98,3 4,9
N5 103,8 0,5
N6 98,2 3,0

*Valores de recuperac@o do adapaleno; **valores de desvio padrao relativo
das medidas; N = nimero de réplicas

Quim. Nova

Tabela 4. Valores de recuperagdo para os ensaios de precisdo intermedidria
e robustez obtidos por analistas diferentes para a quantificacio do adapaleno
em CLAE

B Analista 1 Analista 2 Média do DPR do
Dia Concentragio  Teor da amostra ~ Teor da amostra dia + DP*  dia**
(ug mL) . . (%) (%)
(ugmL") (%) (ugmL") (%)
10,0 9.8 98,4 9.5 95,5
1° dia 20,0 19,8 99.4 21,1 105,8 984 +44 45
30,0 29,6 98,8 27,7 92,4
10,0 10,6 106,4 1,0 100,3
. 101,2 +
2° dia 20,0 20,1 100,6 19.8 99,1 33 32
30,0 31,1 103,8 29,1 97,1

*DP: Desvio padrao; **DPR: desvio padrao relativo

e 105,8%, com valores de DPR de 4,5%. No 2° dia de realizacao do
ensaio, para o analista 1 os valores de recuperagdo ficaram entre 100,6
e 106,4% e para o analista 2 entre 97,1 e 100,3% com DPR de 3,2%.

Com isso, a precisdo foi avaliada pela aproximagdo dos resultados
obtidos em uma mesma amostra, sendo que os valores de DPR deter-
minados intradia e interdias foram todos menores que o valor maximo
aceitdvel preconizado pela ANVISA"? como 5%, demonstrando que
o método possui precisdo e repetibilidade adequadas.

Além disso, pode-se observar que o método manteve-se robusto,
indicando confiabilidade dos resultados, visto que a mudanga de
analista nao influenciou de forma significativa os resultados obtidos.

Os resultados percentuais de exatiddo do método obtidos estdo
dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Valores experimentais da exatiddo do método

Concentragiio 1° dia 2° dia 3° dia
(mgmL") R (%) DPR(%) R(%) DPR(%) R (%) DPR (%)
10,0 99,5 0.4 99,1 2,0 99,7 2,7
20,0 1009 1.4 100,7 1.7 101,1 1.4
30,0 101,2 2,7 1014 23 1004 29

Os valores descritos na Tabela 5 foram satisfatdrios, pois todas as
percentagens de recuperagdo ficaram entre 99,1 e 101,4%, demons-
trando conformidade com os limites estabelecidos pela ICH,'* que
sdo de 98 a 102%. Em vista disso, o método pode ser caracterizado
como tendo uma boa exatiddo.

Os valores obtidos para os limites de detec¢@o e de quantificacio
foram 0,11 e 0,37 pg mL", respectivamente, indicando uma boa
sensibilidade do método para a determinagdo do adapaleno. Visto
que a concentragdo do farmaco nas suspensdes de nanocdpsulas é
0,03% e nos geis comerciais € 0,1%,%?! é entdo possivel determinar
a concentragio do adapaleno nos dois casos.

CONCLUSAO

O método analitico de detecc@io e quantificagdo do adapaleno,
validado segundo ANVISA (2003) e ICH (2005), mostrou-se linear,
exato, preciso, especifico e robusto na faixa de concentracéo de 10,0 a
30,0 ug mL". Foram determinados também os limites de quantificacdo
e de deteccdo, indicando que o método € eficiente para quantificar o
adapaleno em concentragdo minima de 0,37 ug mL".

Desta forma, pode-se concluir que o método validado se mos-
trou adequado para a quantificagdo do adapaleno em suspensdes de
nanocdpsulas, apresentando também sensibilidade apropriada para
quantificacdo em outras formas farmacéuticas.
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