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RESUMO

Um método de cromatografia liquida de alta
performance simples, exato e preciso foi desenvolvido
para a determina¢do do lupeol em nanocapsulas
poliméricas. A separacdo cromatografica foi realizada
numa coluna Varian C8 (250 mm x 4,6 mm x 5 mm),
mantida a 35°C, fase movel constituida por acetonitrila
e metanol acidificado com acido acético a 0,1% (95:5
v/v), e taxa de fluxo de 1,2 mL/min, com um volume
injecdo de amostra de 20 pl e detec¢io UV a 210 nm,
com o tempo de eluicio de 6,2 min. O método proposto
¢é linear para a faixa de concentragdo de 10 a 250 pg/
mL com coeficiente de correlagao de 0,9996. As analises
de exatiddo e precisio demonstraram baixos valores
de desvio padrio relativo (< 4,2%). A metodologia foi
especifica, linear, precisa, exata e robusta, se mostrando
capaz de ser aplicada para quantificacio de lupeol em
nanocapsulas poliméricas.
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INTRODUCAO

Atualmente, a utilizagdo de plantas medicinais
como insumos ¢/ou para obtengdo de diferentes formas
farmacéuticas, tem sido alvo de constantes investimentos
no mercado farmacéutico. Neste contexto, as agencias
regulatorias de cada pais impdem algumas exigéncias
para o registro de novos produtos, sendo uma delas a
validagdo de metodologia analitica para determinagao das
substancias ativas quando o método analitico utilizado nao
for farmacopeico. A maioria dos paises tem estabelecido
documentos oficiais que fornecem diretrizes a serem
adotadas durante o processo de validagdo, incluindo
ferramentas estatisticas para validagdo do método
analitico (Brasil, 2003; Barros et al., 2002; Codex, 1995;
European Commission, 2000; US-FDA, 2010; ICH,
1996; INMETRO, 2003; Ribani et al., 2004; USP, 2007;
WHO, 1992; Bedner et al., 2008). A validacdo de um
método ¢ um processo continuo que comega durante o
planejamento da estratégia analitica e continua ao longo
do seu desenvolvimento. Técnicas classicas de separagdo,
como cromatografia em fase gasosa (CG), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar
(EC), sempre foram destaques na quimica analitica pela
sua capacidade de oferecerem analises qualitativas e
quantitativas em amostras ambientais, farmacéuticas,
biologicas e nos alimentos (Bedner et al., 2008).

O lupeol ¢ um composto triterpénico pentaciclico,
isolado de diversas espécies, como a sucupira branca,
Pterodon emarginatus, arvore nativa do cerrado. Apresenta,
em sua estrutura quimica, quatro anéis com seis membros
e um anel de cinco membros (lupano e hopanos), ponto
de fusdo de 215-216°C, peso molecular de 426,7 g/mol,
comprimento de onda maximo no ultravioleta de 210 nm
e pouca solubilidade em agua (Geetha & Varalakshmi,
2001). Esta molécula exibe atividade antiinflamatoria,
antioxidante, antiartritica, antidiabética, cardioprotetora,
antiproliferativa, quimioprotetora e citoprotetora. No
entanto, a quantidade de lupeol, em mg/kg corporeo,
necessaria para promogao desses efeitos farmacologicos é
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elevada (Chaturvedi et al., 2008; Geetha & Varalakshmi,
2001; Kweifio-Okai et al., 1995; Saleem, 2009; Sunitha
et al., 2001; Siddique & Salem, 2011). Para contornar os
problemas de sua solubilidade em meio aquoso, foram
desenvolvidas dispersdes de nanocapsulas poliméricas
contendo lupeol utilizando mygliol 8§12 como nticleo oleoso
e PLGA 85:15 como unidade polimérica. A extragdo do
farmaco a partir deste sistema ¢ extremamente importante
para sua quantificagdo, neste caso, o desenvolvimento
de um método simples, rapido e preciso para a extragio
e quantificacdo do lupeol presente nas nanocapsulas ¢
altamente desejavel. Em vista disso, o presente trabalho
teve como objetivo desenvolver e validar um método
analitico por CLAE para quantificag¢@o do lupeol.

MATERIAL E METODOS

Material

Para formulagdo das nanocapsulas foram utilizados
lupeol (teor 99,9%) (Sigma®), miglyol 812 (Sasol®),
PLGA (85:15) (Sigma®) massa molecular de 10kDa,
Poloxamer 188 (Pluronic F68)(Sigma®) e Poloxamer 127
(Pluronic F127) (Sigma®) e acetona (Vetec). Os solventes
empregados foram acetronitrila (JT Baker®) e metanol (JT
Baker®), ambos grau CLAE, e acido acético PA (Vetec).

Preparo das nanocapsulas poliméricas contendo lupeol

As nanocapsulas (NC) foram obtidas segundo o
método de deposicao interfacial de polimero pré-formado,
proposto por Fessi e colaboradores (1989). A fase oleosa,
constituida de fosfatidilcolina de soja, PLGA (85:15),
miglyol 812 e lupeol, foi vertida por gotejamento e mantida
sob agitagdo sobre a fase aquosa, constituida por tampao
fosfato pH 7,4, Pluronic F127 e Pluronic F68. O volume
da dispersao obtida foi reduzido utilizando-se evaporador
rotatorio de maneira que a concentragao final de lupeol foi
ajustada para 1 mg mL-1 (m/v).

Extracio do fairmaco das nanocapsulas

Apbs o preparo das nanocapsulas e separagdo do
farmaco livre através de filtragdo em membrana PVDF de 0,45
pm (Durapore), as amostras de nanocapsulas foram tratadas
com etanol na proporgao de 1:8 (v/v), agitadas em vortex por 1
minuto e, em seguida, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos
para precipitagdo e separagdo do polimero. Posteriormente o
sobrenadante foi filtrado em membrana PVDF de 0,45 um
(Durapore) para quantificagdo do lupeol. A concentragio final
da amostra analisada foi de 111,11 pg.mL-1

Instrumentacio e Condi¢des Cromatograficas

Foi utilizado cromatdgrafo liquido Varian®, modelo
Pro Star, equipado com modulo de inje¢do automatica (Pro
Star 410), bomba quaternaria (Pro Star 240) e detector
de comprimento de onda UV-Visivel (Pro Star 310). Os
dados foram processados através do programa Galaxie®
(versdo 1.9). As condigdes cromatograficas utilizadas
foram: coluna Chromospher RP-8 de 250 mm x 4mm x
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Sum (Varian), fluxo de 1,2 mL/min, volume de injegdo de
20 pL, deteccdo em 210 nm e fase movel constituida por
acetonitrila:metanol acidificado (0,1% de acido acético) na
propor¢ao de 95:5 (v/v).

Preparo da solu¢io padrao

A amostra padrdo de lupeol foi dissolvida em
metanol, submetida a ultrassom até completa dissolugao e,
em seguida, filtrada através de uma membrana (Durapore)
PVDF de 0,45 um.

Validacdo do Método analitico

A validagdo foi realizada de acordo com as diretrizes
para a validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos,
publicadas pela ANVISA e Food and Drug Administration
(FDA), seguindo-se os critérios de seletividade, linearidade,
intervalo, precisdo intra-corrida, precisao intermediaria,
exatiddo, robustez, limite de detec¢do e quantificacdo
(Brasil, 2003; ICH, 1996; Inmetro, 2003; Ribani et al.,
2004).

A seletividade do método foi avaliada através de
analises comparativas entre o branco, as dispersdes de
nanocapsulas sem lupeol e as dispersdes de nanocapsulas
contendo lupeol. Para a analise de linearidade, trés curvas
de calibragdo foram avaliadas com concentragdes de 10,
25, 50, 100, 125, 150, 200 ¢ 250 pg.mL-1 de padrio de
lupeol. Foram realizadas analises de precisdo intra-corrida
e precisdo intermedidria com as solugdes padrido. Para
determinag¢@o da precisdo intra-corrida foram realizadas
nove determinagdes de trés valores de concentragdo:
alta (200 pg.mL-1), média (125 pg.mL-1) e baixa (25
pg.mL-1). Para a precisdo intermediaria, replicatas dessas
concentragdes foram preparadas por analistas diferentes em
dias diferentes e analisadas. A precisdo intermediaria foi
determinada seguindo os critérios de desvio padrao relativo
menor que 5%.

Os limites de quantificagdo e detec¢do foram
determinados por andlise cromatografica de triplicatas
de solugdes do farmaco em concentragdo decrescente,
até menor nivel mensuravel e detectavel, com precisao e
exatiddo. As solugdes estabelecidas foram de 12, 10, 8, 5
¢ 4 ng.mL-1. A robustez do método foi avaliada através da
alteragdo da temperatura de 35°C para 30°C, composi¢ao
da fase movel de 95:5 (v/v) para 94:6 (v/v) e fluxo da fase
moével de 1,2 para 1,1 mL/min. A estabilidade da solugdo
do farmaco em metanol mantida a temperatura de 4°C, foi
avaliada apos 24 e 48 horas.

Os valores do fator de capacidade (k’), fator de
simetria ¢ resolu¢do para o pico do lupeol bem como
numero de pratos tedricos foram processados através do
programa Galaxie® (versdo 1.9).

RESULTADOS
O resultado obtido para a seletividade do método

demonstra a inexisténcia de coelui¢do de substancias
interferentes da formula¢do de nanocapsulas na eluicao
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do analito (Figura 1). As analises obtidas para o padrao
de lupeol apresentaram fator de capacidade (k’) de 1.6 e
fator de simetria de 1.06 para o pico do lupeol. Pode-se
observar conforme cromatograma demonstrado na Figura
1(2), que no tempo de retengdo do lupeol (6,2 min) ndo ha
sinal cromatografico, constatando-se que o método possui
seletividade para deteccdo do ativo. Os resultados obtidos
para o numero de pratos tedricos foram acima de 8000 em
todas as analises.

A metodologia de analise desenvolvida demonstrou
linearidade na faixa de 10 a 250 pg.mL-1 e coeficiente
linear de 0,9996 (Figura 2). A precisao intra-corrida,
precisdo intermediaria e a exatiddo, conforme Tabelas
1-3, demonstraram valores de RSD inferiores a 5%. Dessa
forma, os valores de precisdo e exatiddo atendem a RE
899 da ANVISA (Brasil, 2003). Os valores obtidos para
os limites de detecgdo e de quantificagdo foram 5 e 10
png.mL-1, respectivamente (Tabela 4).

As mudangas nos parametros analiticos avaliados
ndo apresentaram diferencas significativas no tempo de
retengdo e nas areas como pode ser demonstrado na Tabela
5. A solugdo padrao permaneceu estavel por periodos de 24
¢ 48 horas, mantendo a concentra¢do de 200 ug.mL-1 com
1,07% RSD e livre de produtos de degradagao.

TABELA 1: Precisdo intra-corrida do método cromatografico
para o Lupeol.

Concenragio erien_ Coneateasio, preesio (06
25 24.01 96.05
125 125.48 100.43
200 197.57 98.79

TABELA 2: Precisdo Intermediaria .

Média da

osomeentrasin | SOMSNEG0  preisiors) SD (%) RSD (%)
mL)

25 24.53 98.13 1.01 4.12

125 127.14 101.71 3.09 2.43

200 197.99 99 6.29 3.17

TABELA 3: Exatiddo do método cromatografico para o Lupeol.

Concentragio Teérica Concentragio

RSD (%)

(ug/mL) calculada (ug/mL)
25 24.01 3.37
125 125.48 1.43
200 197.57 4.15

TABELA 4: Limite de Detec¢ao e Limite de Quantificagdo

Concentracio

Tebrica (ugm)  CHleUlda (kg/ - SDC&)  RSD(%) B
4 3.39 0.47 13.81 84.75
5 5.48 0.56 10.18 109.67
8 7.77 0.39 4.99 97.08
10 9.83 0.46 4.64 98.33
12 11.83 0.34 2.86 98.58
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FIGURA 1: Cromatogramas obtidos por CLAE para o lupeol,
usando coluna C 08 (250 x 4.6 mm), fase movel constituida de
ACN: MeOH acidificado com 0.1% de acido acético (95:5), fluxo
de 1.2 mL/min e temperatura da coluna de 35°C. (1) Lupeol; (2)
nanocépsulas sem lupeol; (3) nanocapsulas com lupeol.

y=0,1105x - 0,2627
15,0 R== 10,9996

AreamAu.sec!
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FIGURA 2: Curva de calibragdo obtida por CLAE para o lupeol,
usando coluna C 08 (250 x 4.6 mm), fase mével constituida de
ACN: MeOH acidificado com 0.1% de acido acético (95:5),
fluxo de 1.2 mL/min e temperatura da coluna de 35°C.

TABELA 5: Robustez

Parametros Tempo de c . Concentragio
Avaliados Retencao (min) Area (mAu.min) (ug/mL)
Fluxo (1.1) 6.75+0,0 23.85+0,05 213,45+ 04

Temperatura da
coluna (30°C) 6.63+0,01 23.95+0,2 21436+22
Fase movel
(94:6) 6.18 +0,01 23.7+0,1 212,10+ 0,9
475
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DISCUSSAO

Encontram-se na literatura trabalhos publicados
envolvendo diferentes métodos analiticos para detecgdo
e separagdo de compostos triterpénicos, alguns destes
métodos, empregam cromatografia gasosa, espectrometria
de massas, cromatografia preparativa em camada
delgada, cromatografia liquida, sendo necessaria, para
muitas dessas técnicas, a derivatizagdo dos compostos
analisados. Na maioria dos métodos de CLAE para a
separagdo do lupeol e seus isdmeros foi possivel observar
que os principais componentes utilizados na fase movel
foram agua, acetonitrila e metanol (Bedner et al., 2008;
Abyshev et al., 2006; Amico et al., 2004; Martelanc et al.,
2007; Kpoviéssi et al., 2008; Mathe et al., 2004; Laghari
etal., 2011).

O desenvolvimento de métodos por CLAE
empregando detector de ultravioleta para analise do
lupeol apresenta algumas dificuldades, ja que a maioria
dos compostos triterpénicos demonstra absor¢do em torno
de 210 nm, o que torna a sensibilidade de deteccdo UV
dependente do tipo dos constituintes da fase movel (Paul
etal.,2011). Neste trabalho, os constituintes da fase movel
foram fixados e avaliados com diferentes parametros
cromatograficos como pH, fluxo, temperatura, tipo e
comprimento de coluna, bem como volume de injecao,
para avaliar o tempo de retengao, simetria e resolugao dos
picos. A variagdo do pH da fase movel, utilizando uma
coluna C8 e o fluxo de 1,2 mL/min, permitiu o ajuste do
tempo de retengdo do lupeol em aproximadamente 6,2
minutos contribuindo para a realizagdo de uma corrida
mais rapida, bem como para a melhor simetria do pico.

Mathe et al. (2004) separaram de amostras
comerciais de 6leos, por CLAE usando detector de UV,
em 90 minutos de analise, o lupeol e seus isomeros de
uma mistura de outros triterpenos empregando eluigdo em
gradiente, coluna C18, 210 nm ¢ fase movel constituida
de agua e acetonitrila contendo 0,01% de acido
fosforico. Martelanc et al. (2007) e Bedner et al. (2008)
demonstraram em seus trabalhos tempo de retencao de
15 minutos e 25 minutos respectivamente para o lupeol,
ambos utilizando coluna C18 e tendo como constituintes
da fase movel acetonitrila, metanol e 4gua em diferentes
proporc¢des. Ambos relatam problemas na separagdo dos
picos e na resolucdo da linha de base. Shah et al. (2010)
desenvolveram e validaram método cromatografico por
CLAE para determinacdo simultdnea de [l-sitosterol e
lupeol em amostras de Vernonia cinerea Linn, utilizando
coluna C18 (150 mm x 4mm) como fase estaciondria,
fase movel constituida por metanol e acetonitrila 30:70
(v/v). O método proposto por estes autores demonstrou
resposta adequada para os parametros validados e,
tempo de eluicdo de aproximadamente 7 min para o
lupeol. Shailajan et al. (2012) também desenvolveram
e validaram método cromatografico por CLAE para
determinagdo simultanea do lupeol e outros 2 triterpenos
a partir de amostras de Carissa carandas, os resultados
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obtidos permitiram a separacdo do lupeol com 5.2
minutos de eluigao.

Laghari et al. (2011) desenvolveram e otimizaram
varios parametros para uma rapida determinagao do lupeol
em extratos de plantas por CLAE-MS, utilizando como
fase movel metanol e acido formico, fluxo isocratico
a uma vazao de 1,0 mL por minuto com tempo total de
corrida de 6 minutos e tempo de reten¢do do lupeol de
4 minutos, demonstrando que a fase movel desempenha
papel fundamental no tempo de analise do lupeol. Oliveira
et al. (2012) desenvolveram e otimizaram método por
CLAE utilizando detector de arranjo de diodos para
identificagdo e quantificagdo do Iupeol em produtos
intermediarios de V. ferruginea utilizando coluna C8 e
fase movel constituida por acetonitrila e acido acético na
proporg¢do de 99,99:0,01 (v/v), obtendo tempo de eluicdo
para o lupeol de 17 minutos.

No presente trabalho, quando utilizada a coluna
C18 também foram obtidos resultados insatisfatorios para
assimetria do pico de lupeol, assim como observado por
Martelanc et al. (2007) e Bedner et al. (2008). Alteragdes
no tamanho e temperatura da coluna, inicialmente de
150 mm para 250 mm, e de 45°C para 25°C, também
interferiram diretamente no tempo de retenc¢ao do lupeol,
entretanto, uma melhora na assimetria do pico, separa¢ao
adequada dos constituintes da formulagdo de nanocapsulas
proposta somente foi conseguida quando utilizada coluna
com fase estacionaria RP-8.

Segundo Ribani e colaboradores (2004), os testes
de conformidade do sistema sdo utilizados para verificar
se a reprodutibilidade do sistema cromatografico ¢
adequada para o desenvolvimento do método analitico,
por apresentarem valores dentro de limites aceitos e
recomendados internacionalmente. Devem ser realizados
antes da validacdo do método para garantir que o
equipamento utilizado estd apto a gerar resultados de
qualidade. Quanto ao nimero minimo de pratos tedricos
para a validagdo de um método cromatografico Ribani e
colaboradores (2004) preconizam que estes devem ser de
2000, logo, os resultados obtidos para o nimero de pratos
tedricos neste trabalho estdo adequados ao preconizado.
De acordo com recomendado pelo ICH e pela USP para
valida¢do de métodos cromatograficos os valores obtidos
para o fator de capacidade devem ser menor que 2 e o
fator de simetria deve estar entre 0.95 e 1.15. Os valores
obtidos para o fator de capacidade (k’) e fator de simetria
para o pico do lupeol proposto neste trabalho também
estdo de acordo com o preconizado.

O método de separagdo cromatografica
desenvolvido foi capaz de detectar o lupeol em amostras
de nanocapsulas de PLGA, ndo se ecvidenciando a
coeluicdo de interferentes da formulagdo no tempo de
retencdo equivalente ao lupeol e demonstrou resolucdo
de 2.29 em relacdo ao pico antecessor (Figura 1(3)),
assegurando a quantificagdo do analito de interesse. Os
métodos analiticos descritos na literatura para analise do
lupeol relatam a capacidade dos mesmos em identificar
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e quantificar o lupeol a partir de amostras de extratos da
matéria prima vegetal e/ou produtos intermedidrios, nao
havendo trabalhos descritos para analise do lupeol a partir
de nanocapsulas poliméricas.

Os resultados obtidos neste trabalho para o
coeficiente de correlagao linear e RSD do método estao de
acordo com os parametros preconizados pelas resolugdes
899 ANVISA e Q2 ICH, nos quais para ser considerado
linear um método deve apresentar um coeficiente de
correlagdo da curva (R) maior que 0,995 ¢ RSD inferior a
5% (Brasil, 2003; ICH, 1996).

A precisdo de um método analitico ¢ a medida dos
erros aleatorios e representa a proximidade dos resultados
obtidos a partir de medidas independentes, sendo um
importante pardmetro que possibilita decidir se o0 método
analitico ¢ confiavel ou ndo para o objetivo da analise.
A exatiddo representa a concordancia entre os resultados
obtidos pelo método e os valores nominais, aceitos como
referéncia (Cassiano et al., 2009). Desta forma, o método
analitico desenvolvido neste trabalho demonstrou precisao
e exatiddo através da concordancia das concentragdes
medidas. Os resultados para precisdo intra-corrida,
precisdo intermediaria e exatiddo do lupeol durante
o periodo de validagdo estdo de acordo com os limites
recomendados pela ANVISA e ICH Q2 que afirmam que a
precisdo pode ser expressa como o desvio padrao ou desvio
padrdo relativo (coeficiente de variagdo) de uma série de
medig¢des, ndo aceitando valores superiores a 5% (Brasil,
2003; ICH, 1996). Os valores descritos nas Tabelas 1-3
foram satisfatorios, demons—trando conformidade com os
limites estabelecidos.

Os valores obtidos para os limites de detecgdo e de
quantificagdo indicam uma boa sensibilidade do método
para a determinagdo do lupeol, visto que, nas amostras
de nanocapsulas analisadas a concentragdo do farmaco
encapsulado foi de 1 mg.mL-1. Neste trabalho obteve-
se para o limite de quantificagdo e detec¢do valores
proximos aos valores demonstrados por Shah et al.
(2010) em seu trabalho, que foram de 7 ¢ 10 pg.mL-1
respectivamente. Oliveira et al. (2012) obtiveram valores
de 0,38 ¢ 0,98 pg.mL-1 para os limites de deteccdo e
quantificagcdo respectivamente, empregando detector de
arranjo de diodos. Valores equivalentes a esses também
foram obtidos por Shailajan et al. (2012) empregando
mesmo técnica.

Métodos desenvolvidos sdo considerados validos
quando demonstram a confiabilidade e seguranca
necessaria em procedimentos analiticos. Em conclusao,
os parametros avaliados neste estudo asseguram que
o método desenvolvido alcangou precisdo, exatiddo e
especificidade para a quantificagao do lupeol presente em
nanocapsulas de PLGA.
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ABSTRACT

Development of analytical method for measurement of
lupeol in polymeric nanocapsules by high-performance
liquid chromatography (HPLC)

A simple, precise and accurate high-performance liquid
chromatographic method has been developed for the
determination of lupeol in polymeric nanocapsules.
Chromatographic separation was performed on
a Varian C8 column (250 mm x 4.6 mm x 5 mm)
maintained at 35°C, with a mobile phase composed of
acetonitrile and methanol (95:5 v/v) acidified with 0.1%
acetic acid, flowing at 1.2 mL/min, with an injected
sample volume of 20 pL, UV detection at 210 nm and
a run time of 6.2 min. The proposed method was linear
over the concentration range 10-250 pg/mL, with R2
= 0.9996. Analyses of accuracy and precision showed
low values of relative standard deviation (<4.2%). The
methodology was specific, linear, accurate, precise and
robust and proved to be adequate for the quantitative
analysis of lupeol in polymeric nanocapsules.
Keywords: Lupeol. HPLC. Nanocapsules.
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