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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF THE METHODOLOGY FOR EVALUATION OF ITRACONAZOLE IN
PHARMACEUTICAL PRODUCTS BY HPLC. Itraconazole is a synthetic antifungal drug administered orally with a broad spectrum
of activity against mycotic infections. The present work consists of the development and validation of analytical methodology for

evaluation of itraconazole in pharmaceutical products by high performance liquid chromatography. The separation was made using
the reversed-phase column LC-18, acetonitrile/diethylamine 0.05% v/v, 60:40 v/v, pH 8.0 as mobile phase, methanol as solvent
and detection and quantification at 254 nm. The results here obtained show that the analytical methodology is accurate, reproducible,
robust and linear over the concentration range 8.0-12.0 ug/mL of itraconazole. The method was applied to pharmaceutical capsules
containg itraconazole pellets and showed to be efficient, yielding good results.
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INTRODUCAO

O itraconazol (Figura 1) ¢ um farmaco antifiingico com carac-
teristica quimica de um bis-triazélico resultante da substitui¢do do
anel imidazoélico por triazdlico, o que favoreceu amplo espectro de
acilo e seletividade para o citocromo P, da célula fingica'?.
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Figura 1. Estrutura quimica do itraconazol

Apresenta amplo espectro de agdo sendo empregado no trata-
mento de micoses sistémicas, como aspergilose, blastomicose,
candidiase, cromomicose, esporotricose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose. Nas micoses superficiais € empregado no
tratamento de candidiase oral, candidiase vulvovaginal, ceratite
micotica, dermatofitoses, onicomicoses, pitirfase versicolor, Tinea
cruris, Tinea manuum e Tinea pedis®*.

O mecanismo de acéio baseia-se na capacidade de inibir a sin-
tese do ergosterol, um componente vital da membrana da cé€lula
dos fungos. A conseqiiéncia do bloqueio da sintese do ergosterol é
um aumento da permeabilidade da membrana celular, desencade-
ando alteragdes morfolégicas que resultam em necrose celular3.
O itraconazol € altamente lipofilico (pKa =3,7), apresentando bai-
xa solubilidade em solugdes aquosas e rapida absor¢do oral®.

Em virtude de suas propriedades farmacoldgicas, este firmaco vem
sendo bastante empregado na terapéutica das micoses superficiais e
sistémicas. A literatura registra intimeros trabalhos referentes ao itraconazol
e sua determinacdo simultanea com fluconazol, voriconazol em fluidos
biolégicos, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detec¢do no ultravioleta e, também, com detector de massas’!°.
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A monografia do produto farmacéutico nfio se encontra inscri-
ta, até¢ o momento, em compéndios oficiais. Diante disto, faz-se
necessario o desenvolvimento e a validagdo de metodologia anali-
tica capaz de quantificar o farmaco nas especialidades farmacéuti-
cas comercializadas no mercado nacional.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Produtos farmacéuticos, padrdo de referéncia e solventes

O Itraconazol Sigma (Alemanha), lote 113K1501, foi utilizado
como substincia quimica de referéncia, apresentando validade até
01/06.

A forma farmacéutica -cdpsulas contendo itraconazol 100 mg
em pellets, lote 0301710, validade 11/05 (Amostra 1)- foi cedida
pela Aché Laboratérios e o Itraconazol 100 mg -em pellets (Amos-
tras 2 e 3)- foi obtido em farmdcia de manipulagdo.

Os reagentes empregados foram 4cido acético (Vetec, Brasil)
grau UV/HPLC; acetonitrila (Vetec, Brasil) grau UV/HPLC;
dietilamina (Vetec, Brasil) grau analitico e metanol (Vetec, Brasil)
grau UV/HPLC.

Equipamentos

Foi utilizado cromatdgrafo a liquido Shimadzu (Japo), série LC-
10A com sistema de integracio CLASS-VP 5.02, bomba LC-AVP,
degaseificador DGU-14 A, injetor manual 7725i com alca de
amostragem de 20 uL (Rheodyne, EUA), detector SPD-10AVP, vil-
vula FCV-10ALVP, forno de coluna CTO-10AVP e controlador SCL-
10AVp. As colunas cromatogrificas foram a Supelcosil® LC-18
(Supelco, EUA) com 10 cm de dimensao, 4,6 mm de d.i., 5 um de
tamanho de particula, cédigo 15083-008 (coluna 1), Hypersil BDS®
C-18 (Agilent Technologies, EUA), 10 cm de dimensio, 4,6 mm de
d.i., 3 um de tamanho de particula, cédigo 79916BD-354 (coluna 2)
e pré-coluna Superguard® LC-18 (Supelco, EUA) com 2 cm de di-
mensdo, 4,6 mm de d.i. e 5 wm de tamanho de particula. Também
foram utilizados: aparelho de ultrasson modelo USC2800A (Unique,
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Brasil); balanca analitica modelo 410 (Kern, Alemanha); bomba a
vécuo (Nova Técnica, Brasil); medidor pH modelo PA 200 (Marconi,
Brasil); Sistema de filtragdo a vacuo (Millipore, Brasil); membrana
PTFE de 0,45 um e 13 mm de diametro (Millipore, Brasil) e sistema
de purificacdo de dgua TKA modelo LAB-UPW (Carl Zeiss Jena,
Alemanha).

Metodologia

Pardametros cromatogrdficos

A escolha da fase mével foi realizada através da mistura de
solventes constituidos por acetonitrila e dietilamina 0,05% v/v (60:40
v/v), pH 8,0 e utilizando metanol para solubilizar as amostras. As
solugdes das amostras e de estoque foram preparadas no momento
da sua utilizacdo. As condicdes de operacdio foram vazdo de 1 mL
min’', tempo de corrida de 6 min e detecgdo no UV em 254 nm.

Validagdo da metodologia analitica™"

Para estudo da linearidade preparou-se solucdo da substancia
quimica de referéncia, na concentracdo de 100 png/mL, dissolvendo-
se o itraconazol em metanol. Aliquotas de 0,8; 0,9; 1,0; 1,1 e 1,2 mL.
foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se
solugdes com concentragdes variando de 8,0 a 12,0 ug/mL. As solu-
¢des de itraconazol, substincia quimica de referéncia, foram prepa-
radas em quatro réplicas, filtradas em filtros de 0,45 wm e proceden-
do-se as injecdes das solucdes em cromatdgrafo a liquido. A curva
de calibrag@o foi construida plotando-se os valores médios das dreas
dos picos cromatograficos em fungdo das concentracdes.

A especificidade do método foi determinada preparando-se so-
lugdes da substancia quimica de referéncia e da forma farmacéutica
cépsula (Amostra 1) nas concentracdes finais de 10,0 pg/mL de
itraconazol, utilizando-se metanol como solvente. As solucdes de
padrdo e amostra, previamente filtradas em filtros de 0,45 um, fo-
ram injetadas em cromatdgrafo, registrando-se os valores das dreas
dos picos cromatograficos, calculando-se o percentual de resposta
para o método e a estimativa de desvio padrdo da determinacéo.

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade intradias
e intermedidria. Na precis@o intradias prepararam-se 12 réplicas
das solugdes de itraconazol substincia quimica de referéncia, uti-
lizando-se metanol como solvente, nas concentragdes finais de 10
ng/mL. Procedeu-se as injecdes das réplicas das solugdes, previa-
mente filtradas em filtros de 0,45 wm, no mesmo dia, mas em cor-
ridas diferentes, registrando-se os valores das dreas dos picos
cromatograficos e calculando-se a estimativa do desvio padrdo das
determinagdes.

Para a precisdo intermedidria, avaliada através da comparacio
entre as injecdes de uma mesma concentracdo realizadas em dias
diferentes e por analistas diferentes, prepararm-se 6 réplicas de
solucdes de itraconazol substincia quimica de referéncia em cada
dia, utilizando-se metanol como solvente, nas concentracdes finais
de 10 pg/mL. Procedeu-se as injecdes das solucgdes, previamente
filtradas em filtros de 0,45 pm, registrando-se os valores das dreas
dos picos cromatograficos e calculando-se a estimativa do desvio
padrdo das determinacdes.

A exatidao do método foi avaliada pelo teste de recuperacio
onde foram preparadas, em triplicata, solu¢des da forma farmacéu-
tica cdpsulas (Amostra 1) e da substincia quimica de referéncia nas
concentracdes finais de 5,0 pg/mL, utilizando-se metanol como
solvente. Volumes apropriados da solu¢io padrao foram utilizados
para obtencdo de trés niveis de concentragio na amostra, a saber 8,0;
10,0 e 12,0 pg/mL. As solug¢des foram analisadas utilizando-se o
método proposto. Foram feitas trés determinacdes para cada con-
centragdo e calculadas as percentagens de recuperagdo (% R).

Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica 775

A robustez do método foi avaliada mediante o preparo de répli-
cas de solucdo de itraconazol substincia quimica de referéncia, em
metanol, nas concentragdes finais de 10,0 pg/mL que, apds terem
sido filtradas em filtros de 0,45 wm, foram injetadas no cromatégrafo
utilizando-se colunas cromatograficas diferentes (colunas 1 e 2) e
variando-se o pH da fase mével em -0,2 unidades (pH 7,8).

Doseamento das amostras de cdpsulas

Foram preparadas, em 6 réplicas, solucdes de itraconazol subs-
tancia quimica de referéncia e das amostras das cdpsulas 1, 2 e 3,
em metanol, nas concentracdes finais de 10 pg/mL. As solucdes de
padrdo e das amostras, previamente filtradas em filtros de 0,45
um, foram injetadas em cromatdgrafo, registrando-se os valores
das dreas dos picos cromatograficos e calculando-se o teor de
itraconazol presente nas amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trabalho anterior' relata a utilizacao da fase mével constituida
de acetonitrila e d4gua contendo dietilamina 0,05% v/v (60:40 v/v)
com pH ajustado em 8,0 com 4cido acético 30%, utilizando vazio
de 1,2 mL/min, coluna Microsorb -MV® C18 de 25 cm x 5 um e
deteccio em 254 nm para estudos de dissolucdo e biodisponibilidade
de itraconazol. A fase mével foi otimizada envolvendo estudos rela-
cionados com a alteracéio das proporgdes dos solventes utilizados e
varia¢do do pH de forma proporcionar a reducdo do tempo de reten-
¢do, favorecendo andlise rdpida para ser aplicada na rotina. Foram
fixados os seguintes pardmetros: fase mével constituida de acetonitrila
e dietilamina 0,05% v/v (60:40 v/v), pH 8,0 e metanol como solvente
das amostras, vazdo de 1mL/min, tempo de corrida 6 min e detecgido
em 254 nm (Figura 2). A fase estaciondria utilizada tem na sua cons-
titui¢do silica e, embora o pH da fase mdvel seja basico (pH 8), a
recomendacao da literatura é que colunas a base de silica ndo sejam
utilizadas acima deste pH'".
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Figura 2. Perfil cromatogrdfico de itraconazol na concentragdo de 10 ug/
mL, utilizando como fase movel acetonitrila e dietilamina 0,05% v/v (60:40
vv), pH 8,0, com detec¢do em 254 nm (niimero de pratos teoricos= 1000;
fator de assimetria 1,03; fator de capacidade 5,30)

Tabela 1. Valores médios de dreas de pico e da estimativa do desvio
padrao obtidos para itraconazol substincia quimica de referéncia,
utilizando-se como fase mdvel acetonitrila e dietilamina 0,05% v/
v (60:40 v/v), pH 8,0 a 254 nm

Concentrag@o Meédia das dreas Estimativa do
(ng/mL) desvio padrio (%)
8,0 213474 0,75

9,0 240975 0,98

10,0 269478 0,56

11,0 297762 0,21

12,0 329496 0,63
DPR(%)médio 0,63
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Tabela 2. Valores obtidos na determinacio dos parametros de validagdo do método para itraconazol, utilizando como fase mével acetonitrila

e dietilamina 0,05% v/v (60:40 v/v), pH=8,0 a 254 nm

Parametros Condicdes Niveis de Média Estimativa do Valores de
fortificagdo (ug/mL) das areas desvio padrio (%) Recuperagio (%)

Especificidade Sem excipientes 271079 0,67 (n=06)
Com excipientes 270609 0,76 (n=6)
Precisao intradias Corrida 1 268058 0,98 (n=6)
Corrida 2 246733 0,83 (n=06)
Precisao intermediaria 1° dia 248516 0,23 (n=6)
2° dia 244951 0,46 (n=0)

Exatiddao Adigdo de 8,0 204210 1,20 (n=3) 101,00

padrdo 10,0 254887 0,31 (n=3) 101,20

12,0 305830 1,31 (n=3) 101,60

Pelos parametros apresentados na Tabela 1, € possivel observar
que a linearidade do método, obtida na faixa de concentragao de
8,0 a 12,0 pg/mL, apresenta coeficiente de correlagdo R*=0,9993
(y= 28883x — 18594), com estimativa de desvio padrdo entre as
determinagdes menor que 2%, demonstrando haver correlacio li-
near entre as concentragdes de itraconazol e as dreas de pico no
tempo de retencio.

A especificidade do método, pardmetro importante na validagdo
de um método cromatogréfico, foi avaliada pelo percentual de res-
posta de 99,80% com estimativa de desvio padrdo de 0,67% para o
farmaco sem os excipientes e 0,76% para o farmaco contaminado
com os excipientes, permitindo comprovar que os pellets da formu-
lacdo ndo interferem na determinacdo quantitativa do itraconazol.

A precisdo do método, sob condig¢des fixadas, foi determinada
pela estimativa do desvio padrdo, por aplicacdo do método a amos-
tra em condi¢des idénticas. Os valores médios da estimativa de
desvio padrdo de 0,90 e 0,34% demonstraram que o método possui
boa precisao quando analisado no mesmo dia e em dias diferentes.
Sdo aceitdveis valores de desvio padrdo relativo igual ou abaixo de
5%".

A exatiddo foi realizada pela técnica de adi¢do de padrdo e
avaliada pelo teste de recuperacdo, onde quantidades conhecidas
da substincia quimica de referéncia foram adicionadas ao medica-
mento. Os valores médios de recuperagio de 101,30% (amostra 1)
indicam recuperagdo adequada. Valores de percentagem de recu-
peracdo entre 98% e 102% sdo aceitdveis'!3.

A robustez de um método analitico, que € a medida de sua capa-
cidade em resistir a pequenas variagdes dos pardmetros analiticos,
foi verificada ao se substituir a coluna cromatografica e alterar o pH
da fase mével para 7,8. Com os dados obtidos foi realizada a anélise
de variancia, constatando-se que o método ndo sofre variacdo com
as alteracdes propostas. Os valores obtidos nao s@o significativa-
mente diferentes em nivel de 95% de confianca!'>1>. A Tabela 2
apresenta os parametros de validagdo da metodologia analitica.

O método analitico proposto foi aplicado a forma farmacéutica
cdpsulas das amostras 1, 2 e 3 (Tabela 3). As médias dos teores
obtidos para a quantificagdo do itraconazol nos pellets, de 20,80;

Tabela 3. Valores obtidos no doseamento das amostras 1, 2 e 3 de
itraconazol, utilizando como fase mdvel acetonitrila e dietilamina
0,05% v/v (60:40 v/v), pH 8,0 a 254 nm

Padrao Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

Média das Areas 269572 254912 267477 271080
DPR(%) 0,35 0,44 0,52 067
Teor(%) 22,00 20,80 21,83 22,12

21,83 e 22,12%, com estimativas de desvio padrdo de 0,44; 0,52 e
0,67% para as amostras 1, 2 e 3, respectivamente, estdo dentro dos
limites da especificagdo farmacéutica que foi fornecida pelo fabri-
cante que € de 19,80 a 24,20% de itraconazol nos pellets.

CONCLUSAO

O método proposto mostrou-se eficiente e confidvel, apresen-
tando linearidade nas faixas de 8,0 a 12,0 ug/mL, repetibilidade,
exatiddo e robustez permitindo o uso em andlises rotineiras do
itraconazol nas especialidades farmacéuticas comercializadas no
mercado nacional e nos produtos manipulados.
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