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RESUMO

Um método de cromatografia líquida de alta 
performance simples, exato e preciso foi desenvolvido 
para a determinação do lupeol em nanocápsulas 
poliméricas. A separação cromatográfica foi realizada 
numa coluna Varian C8 (250 mm x 4,6 mm x 5 mm), 
mantida a 35°C, fase móvel constituída por acetonitrila 
e metanol acidificado com ácido acético a 0,1% (95:5 
v/v), e taxa de fluxo de 1,2 mL/min, com um volume 
injeção de amostra de 20 µl e detecção UV a 210 nm, 
com o tempo de eluição de 6,2 min. O método proposto 
é linear para a faixa de concentração de 10 a 250 μg/
mL com coeficiente de correlação de 0,9996. As análises 
de exatidão e precisão demonstraram baixos valores 
de desvio padrão relativo (< 4,2%). A metodologia foi 
específica, linear, precisa, exata e robusta, se mostrando 
capaz de ser aplicada para quantificação de lupeol em 
nanocápsulas poliméricas.
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INTRODUÇÃO

 Atualmente, a utilização de plantas medicinais 
como insumos e/ou para obtenção de diferentes formas 
farmacêuticas, tem sido alvo de constantes investimentos 
no mercado farmacêutico. Neste contexto, as agencias 
regulatórias de cada país impõem algumas exigências 
para o registro de novos produtos, sendo uma delas a 
validação de metodologia analítica para determinação das 
substâncias ativas quando o método analítico utilizado não 
for farmacopeico. A maioria dos países tem estabelecido 
documentos oficiais que fornecem diretrizes a serem 
adotadas durante o processo de validação, incluindo 
ferramentas estatísticas para validação do método 
analítico (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 validação de um 
método é um processo contínuo que começa durante o 
planejamento da estratégia analítica e continua ao longo 
do seu desenvolvimento. Técnicas clássicas de separação, 
como cromatografia em fase gasosa (CG), cromatografia 
líquida de alta eficiência (CLAE) e eletroforese capilar 
(EC), sempre foram destaques na química analítica pela 
sua capacidade de oferecerem análises qualitativas e 
quantitativas em amostras ambientais, farmacêuticas, 
biológicas e nos alimentos (Bedner et al., 2008).

  O lupeol é um composto triterpênico pentacíclico, 
isolado de diversas espécies, como a sucupira branca, 
Pterodon emarginatus, árvore nativa do cerrado. Apresenta, 
em sua estrutura química, quatro anéis com seis membros 
e um anel de cinco membros (lupano e hopanos), ponto 
de fusão de 215-216°C, peso molecular de 426,7 g/mol, 
comprimento de onda máximo no ultravioleta de 210 nm 
e pouca solubilidade em água (Geetha & Varalakshmi, 
2001). Esta molécula exibe atividade antiinflamatória, 
antioxidante, antiartrítica, antidiabética, cardioprotetora, 
antiproliferativa, quimioprotetora e citoprotetora. No 
entanto, a quantidade de lupeol, em mg/kg corpóreo, 
necessária para promoção desses efeitos farmacológicos 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 dispersões de nanocápsulas poliméricas 
contendo lupeol utilizando mygliol 812 como núcleo oleoso 
e PLGA 85:15 como unidade polimérica. A extração do 
fármaco a partir deste sistema é extremamente importante 
para sua quantificação, neste caso, o desenvolvimento 
de um método simples, rápido e preciso para a extração 
e quantificação do lupeol presente nas nanocápsulas é 
altamente desejável. Em vista disso, o presente trabalho 
teve como objetivo desenvolver e validar um método 
analítico por CLAE para quantificação do lupeol.

 
MATERIAL E MÉTODOS

Material
Para formulação das nanocápsulas 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 ácido acético PA (Vetec).

Preparo das nanocápsulas poliméricas contendo lupeol
As nanocápsulas (NC) foram obtidas segundo o 

método de deposição interfacial de polímero pré-formado, 
proposto por Fessi e colaboradores (1989). A fase oleosa, 
constituída de fosfatidilcolina de soja, PLGA (85:15), 
miglyol 812 e lupeol, foi vertida por gotejamento e mantida 
sob agitação sobre a fase aquosa, constituída por tampão 
fosfato pH 7,4, Pluronic F127 e Pluronic F68. O volume 
da dispersão obtida foi reduzido utilizando-se evaporador 
rotatório de maneira que a concentração final de lupeol foi 
ajustada para 1 mg mL-1 (m/v).

Extração do fármaco das nanocápsulas
Após o preparo das nanocápsulas e separação do 

fármaco livre através de filtração em membrana PVDF de 0,45 
µm (Durapore), as amostras de nanocápsulas foram tratadas 
com etanol na proporção de 1:8 (v/v), agitadas em vórtex por 1 
minuto e, em seguida, centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos 
para precipitação e separação do polímero. Posteriormente o 
sobrenadante foi filtrado em membrana PVDF de 0,45 µm 
(Durapore) para quantificação do lupeol. A concentração final 
da amostra analisada foi de 111,11 µg.mL-1

Instrumentação e Condições Cromatográficas 
Foi utilizado cromatógrafo líquido Varian®, modelo 

Pro Star, equipado com módulo de injeção automática (Pro 
Star 410), bomba quaternária (Pro Star 240) e detector 
de comprimento de onda UV-Visível (Pro Star 310). Os 
dados foram processados através do programa Galaxie® 
(versão 1.9). As condições cromatográficas utilizadas 
foram: coluna Chromospher RP-8 de 250 mm x 4mm x 

5µm (Varian), fluxo de 1,2 mL/min, volume de injeção de 
20 µL, detecção em 210 nm e fase móvel constituída por 
acetonitrila:metanol acidificado (0,1% de ácido acético)  na 
proporção de 95:5 (v/v).

Preparo da solução padrão
A amostra padrão de lupeol foi dissolvida em 

metanol, submetida a ultrassom até completa dissolução e, 
em seguida, filtrada através de uma membrana (Durapore) 
PVDF de 0,45 um. 

Validação do Método analítico
A validação foi realizada de acordo com as diretrizes 

para a validação de métodos analíticos e bioanalíticos, 
publicadas pela ANVISA e Food and Drug Administration 
(FDA), seguindo-se os critérios de seletividade, linearidade, 
intervalo, precisão intra-corrida, precisão intermediária, 
exatidão, robustez, limite de detecção e quantificação 
(Brasil, 2003; ICH, 1996; Inmetro, 2003; Ribani et al., 
2004). 

A seletividade do método foi avaliada através de 
análises comparativas entre o branco, as dispersões de 
nanocápsulas sem lupeol e as dispersões de nanocápsulas 
contendo lupeol. Para a análise de linearidade, três curvas 
de calibração foram avaliadas com concentrações de 10, 
25, 50, 100, 125, 150, 200 e 250 µg.mL-1 de padrão de 
lupeol. Foram realizadas análises de precisão intra-corrida 
e precisão intermediária com as soluções padrão. Para 
determinação da precisão intra-corrida foram realizadas 
nove determinações de três valores de concentração: 
alta (200 µg.mL-1), média (125 µg.mL-1) e baixa (25 
µg.mL-1). Para a precisão intermediária, replicatas dessas 
concentrações foram preparadas por analistas diferentes em 
dias diferentes e analisadas. A precisão intermediária foi 
determinada seguindo os critérios de desvio padrão relativo 
menor que 5%.

Os limites de quantificação e detecção foram 
determinados por análise cromatográfica de triplicatas 
de soluções do fármaco em concentração decrescente, 
até menor nível mensurável e detectável, com precisão e 
exatidão. As soluções estabelecidas foram de 12, 10, 8, 5 
e 4 µg.mL-1. A robustez do método foi avaliada através da 
alteração da temperatura de 35°C para 30°C, composição 
da fase móvel de 95:5 (v/v) para 94:6 (v/v) e fluxo da fase 
móvel de 1,2 para 1,1 mL/min. A estabilidade da solução 
do fármaco em metanol mantida a temperatura de 4°C, foi 
avaliada após 24 e 48 horas.

Os valores do fator de capacidade (k’), fator de 
simetria e resolução para o pico do lupeol bem como 
número de pratos teóricos foram processados através do 
programa Galaxie® (versão 1.9).

RESULTADOS 

O resultado obtido para a seletividade do método 
demonstra a inexistência de coeluição de substâncias 
interferentes da formulação de nanocápsulas na eluição 
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do analito (Figura 1). As análises obtidas para o padrão 
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 retenção do lupeol (6,2 min) não há 
sinal cromatográfico, constatando-se que o método possui 
seletividade para detecção do ativo. Os resultados obtidos 
para o número de pratos teóricos foram acima de 8000 em 
todas as análises. 

A metodologia de análise desenvolvida demonstrou 
linearidade na faixa de 10 a 250 µg.mL-1 e coeficiente 
linear de 0,9996 (Figura 2). A precisão intra-corrida, 
precisão intermediária e a exatidão, conforme Tabelas 
1-3, demonstraram valores de RSD inferiores a 5%. Dessa 
forma, os valores de precisão e exatidão atendem a RE 
899 da ANVISA (Brasil, 2003). Os valores obtidos para 
os limites de detecção e de quantificação foram 5 e 10 
µg.mL-1, respectivamente (Tabela 4).

As mudanças nos parâmetros analíticos avaliados 
não apresentaram diferenças significativas no tempo de 
retenção e nas áreas como pode ser demonstrado na Tabela 
5. A solução padrão permaneceu estável por períodos de 24 
e 48 horas, mantendo a concentração de 200 µg.mL-1 com 
1,07% RSD e livre de produtos de degradação.  FIGURA 1: Cromatogramas obtidos por CLAE para o lupeol, 

usando coluna C 08 (250 x 4.6 mm), fase móvel constituída de 
ACN: MeOH acidificado com 0.1% de ácido acético (95:5), fluxo 
de 1.2 mL/min e temperatura da coluna de 35ºC. (1) Lupeol; (2) 

nanocápsulas sem lupeol; (3) nanocápsulas com lupeol.

 FIGURA 2: Curva de calibração obtida por CLAE para o lupeol, 
usando coluna C 08 (250 x 4.6 mm), fase móvel constituida de 

ACN: MeOH acidificado com 0.1% de ácido acético (95:5), 
fluxo de 1.2 mL/min e temperatura da coluna de 35ºC.

TABELA 5: Robustez
Parâmetros  
Avaliados

Tempo de 
Retenção (min) Área (mAu.min) Concentração 

(ug/mL)

Fluxo (1.1) 6.75 ± 0,0 23.85 ± 0,05 213,45 ± 0,4

Temperatura da 
coluna  (30°C) 6.63 ± 0,01 23.95 ± 0,2 214,36 ± 2,2

Fase móvel 
(94:6 ) 6.18 ± 0,01 23.7 ± 0,1 212,10 ± 0,9

TABELA 1: Precisão intra-corrida do método cromatográfico 
para o Lupeol.

Concentração Teórica 
(ug/mL)

Concentração 
calculada (ug/mL) Precisão (%)

25 24.01 96.05

125 125.48 100.43

200 197.57 98.79

TABELA 2: Precisão Intermediária . 

Concentração 
esperada (ug/mL)

Média da 
concentração 

obtida (ug/
mL)

Precisão(%) SD (%) RSD (%)

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: Exatidão do método cromatográfico para o Lupeol.
Concentração Teórica 

(ug/mL)
Concentração 

calculada (ug/mL) RSD (%)

25 24.01 3.37

125 125.48 1.43

200 197.57 4.15

TABELA 4: Limite de Detecção e Limite de Quantificação

Concentração 
Teórica (µg/ml)

Concentração  
Calculada  (µg/

mL)
SD (%) RSD (%) Exatidão 

(%)

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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DISCUSSÃO 

Encontram-se na literatura trabalhos publicados 
envolvendo diferentes métodos analíticos para detecção 
e separação de compostos triterpênicos, alguns destes 
métodos, empregam cromatografia gasosa, espectrometria 
de massas, cromatografia preparativa em camada 
delgada, cromatografia líquida, sendo necessária, para 
muitas dessas técnicas, a derivatização dos compostos 
analisados. Na maioria dos métodos de CLAE para a 
separação do lupeol e seus isômeros foi possível observar 
que os principais componentes utilizados na fase móvel 
foram água, 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 
et al., 2011). 

O desenvolvimento de métodos por CLAE 
empregando detector de ultravioleta para análise do 
lupeol apresenta algumas dificuldades, já que a maioria 
dos compostos triterpênicos demonstra absorção em torno 
de 210 nm, o que torna a sensibilidade de detecção UV 
dependente do tipo dos constituintes da fase móvel (Paul 
et al., 2011). Neste trabalho, os constituintes da fase móvel 
foram fixados e avaliados com diferentes parâmetros 
cromatográficos como pH, fluxo, temperatura, tipo e 
comprimento de coluna, bem como volume de injeção, 
para avaliar o tempo de retenção, simetria e resolução dos 
picos. A variação do pH da fase móvel, utilizando uma 
coluna C8 e o fluxo de 1,2 mL/min, permitiu o ajuste do 
tempo de retenção do lupeol em aproximadamente 6,2 
minutos contribuindo para a realização de  uma corrida 
mais rápida, bem como para a melhor simetria do pico. 

Mathe et al. (2004) separaram de amostras 
comerciais de óleos, por  CLAE usando detector de UV, 
em 90 minutos de análise, o lupeol e seus isômeros de 
uma mistura de outros triterpenos empregando eluição em 
gradiente, coluna C18, 210 nm e fase móvel constituída 
de água e acetonitrila contendo 0,01% de ácido 
fosfórico. Martelanc et al.  (2007) e Bedner et al. (2008) 
demonstraram em seus trabalhos tempo de retenção de 
15 minutos e 25 minutos respectivamente para o lupeol, 
ambos utilizando coluna C18 e tendo como constituintes 
da fase móvel acetonitrila, metanol e água em diferentes 
proporções. Ambos relatam problemas na separação dos 
picos e na resolução da linha de base. Shah et al. (2010) 
desenvolveram e validaram método cromatográfico por 
CLAE para determinação simultânea de -sitosterol e 
lupeol em amostras de Vernonia cinerea Linn, utilizando 
coluna C18 (150 mm x 4mm) como fase estacionária, 
fase móvel constituída por metanol e acetonitrila 30:70 
(v/v). O método proposto por estes autores demonstrou 
resposta adequada para os parâmetros validados e, 
tempo de eluição de aproximadamente 7 min para o 
lupeol. Shailajan et al. (2012) também desenvolveram 
e validaram método cromatográfico por CLAE para 
determinação simultânea do lupeol e outros 2 triterpenos 
a partir de amostras de Carissa carandas, os resultados 

obtidos permitiram a separação do lupeol com 5.2 
minutos de eluição.

Laghari et al. (2011) desenvolveram e otimizaram 
vários parâmetros para uma rápida determinação do lupeol 
em extratos de plantas por CLAE-MS, utilizando como 
fase móvel metanol e ácido fórmico, fluxo isocrático 
a uma vazão de 1,0 mL por minuto com tempo total de 
corrida de 6 minutos e tempo de retenção do lupeol de 
4 minutos, demonstrando que a fase móvel desempenha 
papel fundamental no tempo de análise do lupeol. Oliveira 
et al. (2012) desenvolveram e otimizaram método por 
CLAE utilizando detector de arranjo de diodos para 
identificação e quantificação do lupeol em produtos 
intermediários de V. ferruginea utilizando coluna C8 e 
fase móvel constituída por acetonitrila e ácido acético na 
proporção de 99,99:0,01 (v/v), obtendo tempo de eluição 
para o lupeol de 17 minutos.

No presente trabalho, quando utilizada a coluna 
C18 também foram obtidos resultados insatisfatórios para 
assimetria do pico de lupeol, assim como observado por 
Martelanc et al. (2007) e Bedner et al. (2008). Alterações 
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 retenção do lupeol, 
entretanto, uma melhora na assimetria do pico, separação 
adequada dos constituintes da formulação de nanocápsulas 
proposta somente foi conseguida quando utilizada coluna 
com fase estacionária RP-8. 

Segundo Ribani e colaboradores (2004), os testes 
de conformidade do sistema são utilizados para verificar 
se a reprodutibilidade do sistema cromatográfico é 
adequada para o desenvolvimento do método analítico, 
por apresentarem valores dentro de limites aceitos e 
recomendados internacionalmente. Devem ser realizados 
antes da validação do método para garantir que o 
equipamento utilizado está apto a gerar resultados de 
qualidade. Quanto ao número mínimo de pratos teóricos 
para a validação de um método cromatográfico Ribani e 
colaboradores (2004) preconizam que estes devem ser de 
2000, logo, os resultados obtidos para o número de pratos 
teóricos neste trabalho estão adequados ao preconizado. 
De acordo com recomendado pelo ICH e pela USP para 
validação de métodos cromatográficos 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 
estão de acordo com o preconizado. 

O método de separação cromatográfica 
desenvolvido foi capaz de detectar o lupeol em amostras 
de nanocápsulas de PLGA, não se evidenciando a 
coeluição de interferentes da formulação no tempo de 
retenção equivalente ao lupeol e demonstrou resolução 
de 2.29 em relação ao pico antecessor (Figura 1(3)), 
assegurando a quantificação do analito de interesse. Os 
métodos analíticos descritos na literatura para análise 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 intermediários, não 
havendo trabalhos descritos para análise do lupeol a partir 
de nanocápsulas poliméricas.

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

A precisão de um método analítico é a medida dos 
erros aleatórios e representa a proximidade dos resultados 
obtidos a partir de medidas independentes, sendo um 
importante parâmetro que possibilita decidir se o método 
analítico é confiável ou não para o objetivo da análise. 
A exatidão representa a concordância entre os resultados 
obtidos pelo método e os valores nominais, aceitos como 
referência (Cassiano et al., 2009). Desta forma, o método 
analítico desenvolvido neste trabalho demonstrou precisão 
e exatidão através da concordância das concentrações 
medidas. Os resultados para precisão intra-corrida, 
precisão intermediária e exatidão do lupeol durante 
o período de validação estão de acordo com os limites 
recomendados pela ANVISA e ICH Q2 que afirmam que a 
precisão pode ser expressa como o desvio padrão ou desvio 
padrão relativo (coeficiente de variação) de uma série de 
medições, não aceitando valores superiores a 5% (Brasil, 
2003; ICH, 1996). Os valores descritos nas Tabelas 1-3 
foram satisfatórios, demons¬trando conformidade com os 
limites estabelecidos. 

Os valores obtidos para os limites de detecção e de 
quantificação indicam uma boa sensibilidade do método 
para a determinação do lupeol, visto que, nas amostras 
de nanocápsulas analisadas a concentração do fármaco 
encapsulado foi de 1 mg.mL-1.  Neste trabalho obteve-
se para o limite de quantificação e detecção valores 
próximos aos valores demonstrados por Shah et al. 
(2010) em seu trabalho, que foram de 7 e 10 µg.mL-1 
respectivamente. Oliveira et al. (2012) obtiveram valores 
de 0,38 e 0,98 µg.mL-1 para os limites de detecção e 
quantificação respectivamente, empregando detector de 
arranjo de diodos. Valores equivalentes a esses também 
foram obtidos por Shailajan et al. (2012) empregando 
mesmo técnica.

Métodos desenvolvidos são considerados válidos 
quando demonstram a confiabilidade e segurança 
necessária em procedimentos analíticos. Em conclusão, 
os parâmetros avaliados neste estudo asseguram que 
o método desenvolvido alcançou precisão, exatidão e 
especificidade para a quantificação do lupeol presente em 
nanocápsulas 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 µL, UV detection at 210 nm and 
a run time of 6.2 min. The proposed method was linear 
over the concentration range 10-250 μg/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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