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ACIDO URSOLICO EM DISPERSOES SOLIDAS
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A HPLC METHOD FOR QUANTIFICATION OF URSOLIC ACID IN SOLID
DISPERSIONS. Ursolic acid is a natural molecule that presents several pharmacological properties. In this work, an analytical
method by RP-HPLC has been developed and validated for quantification of this drug in the solid dispersions, using PEG 6000 and
Poloxamer 407 as polymers. The method was specific, linear in the range of 1.0-50.0 ug mL™' (r<0.99), precise (CV < 5% for both
inter- and intra-assays), accurate (maximum deviation of + 13%), and robust to the parameters evaluated. This method has proved to
be simple and useful for ursolic acid determination in solid dispersions, enabling its determination in pharmaceutical dosage form.
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INTRODUCAO

O é4cido ursélico (AU), dcido 3B-hidroxi-urs-12-en-28-6ico
(Figura 1), € um triterpeno (C,,) pentaciclico e normalmente surge as-
sociado ao seu isdmero, o dcido oleandlico.! Amplamente distribuido
no reino vegetal, estd presente em muitas ervas medicinais e outras
plantas, incluindo ginseng (Panax ginseng), caléndula (Callendula
officinalis), alecrim (Rosmarinus officinalis), melaleuca (Melaleuca
leucadendron), maca (Malus domestica), pera (Pyrus pyrifolia),
ameixa (Prunus domestica), entre outras.> O AU tem uso consagrado
na cosmética devido as suas a¢des antioxidante e renovadora celular.?
Nos ultimos anos, o interesse em sua pesquisa tem aumentado, pois
estudos indicam que o AU exibe variados efeitos farmacoldgicos,
tais como atividade anti-inflamatdria, hipoglicemiante, antioxidante,
anti-hiperlipidémica, imunomodulatdria, antiangiogénica, antimuta-
génica, vasoprotetora, hepatoprotetora, antitumoral e tripanocida. '3

Figura 1. Estrutura quimica do dcido ursélico

Apesar do interesse crescente no dcido ursélico, sua baixa
solubilidade em dgua € um fator limitante para sua biodisponibili-
dade.! Diversas estratégias podem ser empregadas para melhorar a
solubilidade de farmacos lipofilicos visando o aumento da biodis-
ponibilidade. Dentre as mais eficazes, destacam-se as dispersdes
solidas utilizando polimeros hidrofilicos, onde o principio ativo se
encontra molecularmente disperso ou em seu estado amorfo, sendo
seu perfil de dissoluc@o guiado pelas propriedades do carreador.'*!?
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Sabe-se que os polimeros empregados desempenham um papel chave
na melhora da dissolu¢@o de farmacos hidrofébicos, o que torna sua
selegdo fundamental no desenvolvimento bem sucedido da dispersiao
solida. Dentre estes polimeros, os mais frequentemente empregados
como carreadores em dispersdes solidas sdo os polietilenoglicois
(PEGs) e as polivinilpirrolidonas (PVPs),"* dos quais o PVP-K30 jd
foi testado em dispersdes sélidas de dcido ursdlico, porém o aumento
observado de solubilidade e dissolucio foi pequeno com o uso deste
carreador de 1* gerac@o.!®!” Recentemente, alguns farmacos tiveram
um aumento consideravel da solubilidade e da velocidade de disso-
lucdo com o uso de polimeros com propriedades tensoativas, de 3*
geracdo, como o poloxamer, que ndo somente aumenta a molhabili-
dade de farmacos hidrofébicos, mas auxilia a dissolucdo destes pelo
mecanismo da solubiliza¢@o micelar. Além disso, o uso de tensoativos
como carreadores pode conceder ao sistema a vantagem de inibicao
da recristalizagdo do farmaco, um sério problema de instabilidade
comum as dispersdes sélidas.!+18-2

Meétodos analiticos tém sido desenvolvidos principalmente
para avaliar e quantificar o dcido ursélico em plantas.?'> Todavia,
estes métodos envolvem etapas de extragdo na matriz vegetal e nao
seriam adequados para a andlise em matrizes menos complexas,
como as formas farmacéuticas. Diante disto, o desenvolvimento de
um método analitico adequado para determinar o dcido ursélico em
formas farmacéuticas, como dispersdes sélidas com poloxamer, é
bastante relevante.

O desenvolvimento de um método analitico implica na neces-
sidade de garantir a qualidade dos resultados obtidos, assim como
sua eficiéncia na rotina do laboratério. A validagdo do método é um
processo continuo que visa confirmar a confiabilidade e capacidade
de desempenho do mesmo.?** Técnicas de separagdo como cromato-
grafia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e eletroforese capilar (EC) tém destaque na Quimica Analitica pela
capacidade de identificacdo de compostos por compara¢do com
padrdes, purificacdo de compostos separando-os de componentes
de uma mistura seja ela bioldgica, farmacéutica ou alimenticia.***
Particularmente a CLAE ¢ largamente empregada por possuir van-
tagens como curto tempo de preparo da amostra a ser analisada;
dados qualitativos e quantitativos podem ser obtidos para amostras de
polaridades variadas em uma s6 corrida de andlise e, permite vdrias
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formas de detec¢@o, podendo aumentar a especificidade e o contetido
de informacgdes por ensaio.”’

O objetivo do presente estudo foi desenvolver e validar um método
analitico empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia para
a determinacao do dcido ursélico em duas preparacdes de dispersdes
solidas, utilizando PEG 6000 ou Poloxamer 407, o que permitird
comparagdo posterior entre estes dois polimeros como carreadores
do farmaco em estudo.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solu¢oes

O 4cido ursoélico (AU) foi adquirido da Idealfarma (Brasil). O
PEG 6000 e o Poloxamer 407 foram adquiridos da BASF (Alemanha).
A acetonitrila e o metanol de grau cromatografico foram adquiridos
da J. T. Baker (EUA). A 4gua foi obtida pelo Sistema Milli-Q Plus
— Millipore®/Millipore Corporation (EUA).

Métodos

As dispersdes s6lidas foram preparadas pelo método da fusdo,?
onde o AU foi adicionado ao carreador fundido (PEG 6000 ou
Poloxamer 407) nas proporg¢des farmaco/polimero 1:10 e 1:20 (p/p),
a 300 °C, com homogeneizagio continua até a formagao de dispersao
homogénea, que, em seguida, foi solidificada por resfriamento em
banho de gelo e pulverizada com o auxilio de gral e pistilo.

Solugdo-padrdo
As solugdes-padrao foram preparadas a partir de dilui¢des de uma
solugdo estoque do AU 100 ug mL"! em acetonitrila.

Desenvolvimento do método analitico

Foi realizada varredura em espectrofotdometro UV-vis Femto
800XI (Brasil) na faixa de 190 a 400 nm a fim de determinar o com-
primento de onda de absor¢éio méaxima do AU (A).

Condigdes cromatogrdficas

As andlises por CLAE foram realizadas em cromatdgrafo a liqui-
do Shimadzu (Japao) constituido por uma bomba modelo LC-10AD,
detector UV-VIS modelo SPD-10AVP (A =203 nm), injetor Rheodyne
e integrador Chromatopac modelo C-R6A. A fase estaciondria foi
composta por uma coluna C18 Lichrospher® Merk (d.i. 4,0 x 250
mm; 5 um) protegida por uma coluna de guarda (d.i. 4 x 4 mm) de
mesma composi¢do. A fase mével foi constituida de acetonitrila:dgua
(88:12, v/v). As andlises foram realizadas em temperatura ambiente
controlada (25,0 = 1,0 °C) utilizando uma vazédo de 1,0 mL min' e
volume de injecdo de 20 pL. As amostras foram filtradas em mem-
brana 0,45 um antes da injegao.

Validagdo do método analitico

Para validacdo do método foram avaliados os pardmetros de
seletividade, linearidade, limites de detec¢do e quantificagdo, preci-
sdo, exatiddo e robustez, seguindo as especificacoes da ANVISA® e
recomendacdes do ICH Harmonised Tripartite Guideline.*

Seletividade

A seletividade foi determinada pela comparacio dos resultados
obtidos de amostras do AU contaminadas com quantidades apropria-
das dos excipientes empregados nas dispersdes sélidas, PEG 6000
e Poloxamer 407, e andlise das dispersdes solidas sem o firmaco
(placebos).
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Linearidade

A partir da solug@o estoque de AU (100,0 pg mL™") foram prepara-
das solugdes em concentragdes de 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 e 50,0 pg mL".
As curvas analiticas foram construidas relacionando-se os valores da
concentracdo em ug mL!, no eixo das abscissas, com os valores das
areas obtidas, no eixo das ordenadas. O intervalo linear foi calculado
através da verificagio da proporcionalidade entre a concentragdo e a
resposta a partir do cdlculo do coeficiente linear (b), do coeficiente
angular (a) e do coeficiente de correlacio (r) (r minimo aceitdvel foi
de 0,99).” Foram realizadas andlises estatisticas para avaliagdo da
regressao linear.

Precisdo e exatiddao

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade e precisdo in-
termedidria. A exatiddo foi avaliada intra e interensaio. Para avaliar
estes parametros, foram utilizadas solugdes de padrao de AU (1,0;
25,0 e 50,0 pg mL"). Para determinagdo da repetibilidade e da
exatiddo intraensaio, as andlises de 10 replicatas foram realizadas
em um mesmo dia; a exatiddo interensaios e precisio intermedidria
foram avaliadas em triplicata, por 3 dias consecutivos. Os resultados
da precisdao do método foram apresentados através do coeficiente de
variagdo (CV), calculado pela razdo do desvio padrdo com a média
dos valores obtidos.

Os resultados da exatiddo intra e interensaios foram obtidos
através da razdo em porcentagem entre a diferenca do valor obtido e
o valor tedrico, em relag@o ao valor tedrico.

Limites de detec¢do e quantificacdo

O limite de detecgdo foi determinado através do sinal/ruido da
linha de base através da relacdo entre o desvio padrdo médio do
intercepto com o eixo y com a inclinacéo da curva de calibrag@o.

O limite de quantificagdo foi considerado como a menor concen-
trac@o obtida com precisdo e exatiddo.

Robustez

Este parametro foi avaliado variando-se as seguintes condi¢des
analiticas: proporc¢do dos solventes da fase mdvel e a vazdo empre-
gada na andlise.

Determinacio do teor de acido ursélico em dispersdes sélidas

Para determinagdo do teor, amostras das dispersdes sélidas (25
mg para dispersao s6lida na proporcao farmaco:carreador de 1:10 e 50
mg para dispersio sdlida na propor¢ao de 1:20) foram solubilizadas
volumetricamente em 100 mL de acetonitrila e filtradas em membra-
na de 0,45 um. Em seguida, aliquotas de 1,0 mL foram transferidas
para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com
acetonitrila. As amostras foram entdo analisadas por CLAE.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento do método analitico para a determinacdo do
AU iniciou-se com a defini¢do do comprimento de onda a ser uti-
lizado, através da varredura no espectro do ultravioleta, mostrando
que o farmaco absorve fortemente em 203 nm, o mesmo utilizado
em trabalho prévio.*! Além disso, investigou-se a composi¢do mais
adequada da fase modvel, comparando-se os sistemas compostos
por metanol:dgua e acetonitrila:dgua em diferentes propor¢des
(80:20, 85:15, 88:12 e 90:10 v/v). A fase mével composta por
acetonitrila:dgua (88:12 v/v) mostrou ser a mais adequada, apre-
sentando pico bem resolvido e tempo de retencio de 11 min, como
demonstrado na Figura 2. A fase mével contendo metanol, por outro
lado, revelou-se menos apropriada para a andlise, pois o farmaco



1038 Eloy et al.

apresentou maior tempo de retencéo, devido a maior polaridade do
metanol em relacdo a acetonitrila.** Além disso, a estabilizagdo da
linha de base foi mais demorada comparada a fase mével composta
por acetonitrila e d4gua, apresentando bastante ruido. Este fato pode
ser explicado pela maior absorvancia do metanol (205 nm) com
relagdo a acetonitrila (190 nm), e ao baixo A (203 nm) utilizado
para as andlises.*> Ressalta-se a importincia da selecdo criteriosa da
composi¢do da fase mével, pois idealmente se deseja que a corrida
analitica seja a mais breve possivel, usando minimas quantidades
de solvente organico, com consequéncias diretas para a redugdo do
custo das andlises.

0,02
L

Volts

Acido Ursélico

)

Minutos

Figura 2. Cromatograma do dcido ursélico analisado por CLAE utilizando
coluna C18, fase movel composta por acetonitrila:dgua (88:12, v/v), vazdo
de 1,0 mL min”', em 203 nm

VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Seletividade

A seletividade € considerada a primeira etapa da validacdo
analitica, pois se deve garantir que os componentes da formulagao,
como os excipientes, ndo interfiram na quantifica¢do do farmaco.*
Os resultados obtidos pela andlise das solugdes de AU em acetonitrila
contaminadas com os excipientes empregados nas dispersdes solidas,
PEG 6000 e Poloxamer 407, e a andlise das dispersdes solidas sem
farmaco mostraram que estes polimeros néo afetaram a quantificagdo
do farmaco, porque ndo exibiram picos cromatograficos coincidentes
com tempo de retencdo caracteristico do AU.

Linearidade

O método desenvolvido apresentou linearidade na faixa de
1,0 a 50,0 ug mL"'. Apds o ajuste dos dados por regressdo linear
utilizando o método dos minimos quadrados, os valores das dreas
obtidas mostraram ser diretamente proporcionais a concentragio de
AU, no intervalo avaliado, [drea = 13.300 x concentrag¢do (ug mL")
+272,25], com r = 0,9999.

Limites de detecg¢do e quantifica¢do

O limite de quantifica¢io, equivalente ao menor nivel determina-
do com precisdo e exatiddo aceitdveis, correspondeu a 1,0 ug mL".
Concentragdes abaixo desta foram analisadas e excluidas por nio
apresentarem exatidao. O limite de deteccao foi de 0,34 pg mL".

Precisdo e exatiddo
Para a andlise fidedigna do fdrmaco o método deve mostrar-se
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preciso, ou seja, apresentar pequena dispersio entre resultados de
leitura de uma mesma concentragdo, e exato, representado pelo grau
de concordancia entre resultados individuais em um mesmo ensaio,
ou ensaios independentes, em relacdo a um valor de referéncia
aceito como verdadeiro.*® Os resultados apresentados na Tabela 1
evidenciaram que o método € preciso para ambas as determinagdes,
repetibilidade, cujo CV méaximo foi de 3,39% para a menor con-
centracdo analisada, 1,0 uyg mL", e interensaio, onde o0 CV maximo
correspondeu a 4,49% para o limite de quantificacio inferior a
1,0 ug mL". A Tabela 2 mostra que o método desenvolvido € exato,
jé que os desvios com relag@o aos valores nominais mantiveram-se
entre 0,28 e 3,04%, para um mesmo dia de andlise, e entre -4,11 e
0,20%, para ensaios em dias diferentes.

Tabela 1. Precisdo do método cromatogréfico utilizado na analise do dcido

ursélico

Repetibilidade

Conc. tedrica (ug mL") 1,0 25,0 50,0
n 10 10 10
CV(%) 3,39 0,70 1,16
Precisdo intermedidria

Conc. tedrica (ug mL™") 1,0 25,0 50,0
n 3 3 3
CV (%) 4,49 1,14 1,39

Conc.: concentracdo; n: nimero de replicatas.

Tabela 2. Exatiddo do método cromatografico utilizado na andlise do acido
ursélico

Exatiddo intraensaio

Conc. tedrica (ug mL™") 1,00 25,00 50,00
Conc. obtida (ug mL™") 1,03 24,69 50,14
n 10 10 10
E(%) 3,04 -1,23 0,28
Exatiddo interensaio

Conc. tedrica (ug mL™") 1,00 25,00 50,00
Conc. obtida (ug mL™") 0,96 24,68 50,10
n 3 3 3
E(%) -4,11 -1,27 0,20

Conc.: concentrac¢do; n: nimero de replicatas.

Robustez

A robustez pode ser definida como a sensibilidade de um méto-
do frente a pequenas variacdes nas condigdes analiticas, tais como
a proporcdo dos componentes da fase mével e o fluxo empregado
na andlise.® Os resultados expressos na Tabela 3 mostraram que o
método analitico desenvolvido e validado se revelou robusto frente
a alteracdes na vazio e composi¢do da fase mdvel, ja que para todas
as condi¢des avaliadas o método manteve-se linear e exato (entre
-14,93% e +10,50%).

Determinacio do teor de acido ursélico em dispersoes solidas

A partir do método validado, foram determinadas as concentra-
¢des de dcido ursdlico em dispersdes sdlidas, que sdo formulagdes em
forma de p6 do farmaco disperso em um polimero hidrofilico, como o
PEG 6000 e o Poloxamer 407, que sdo, respectivamente, um carreador
cldssico em dispersdes s6lidas e um tensoativo, correspondente a 3*
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Tabela 3. Robustez do método cromatografico utilizado na andlise do dcido

ursélico
Vazio 0,9 (mL min™)
Linearidade
r 0,9999
Exatidao
Conc. tedrica (ug mL™") E(%)
1 2,35
25 1,06
50 0,33
Vazédo 1,0 (mL min™)
Linearidade
r 0,9999
Exatidao
Conc. tedrica (ug mL™") E(%)
1 10,50
25 -1,92
50 0,46
Fase Movel (86,8:12,2 acetonitrila:dgua)
Linearidade
r 0,9994
Exatidao
Conc. tedrica (ug mL™) E(%)
1 -14,93
25 4,64
50 -1,07
Fase Mével (89,2:10,8 acetonitrila:dgua)
Linearidade
r 0,9997
Exatidao
Conc. tedrica (ug mL") E(%)
1 6,47
25 -3,52
50 0,57

geracdo deste tipo de formulagdo.'* Os dados na Tabela 4 mostraram
que arecuperacdo do dcido ursélico a partir das formulacdes situou-se
em intervalos compreendidos entre 97,87%, para a formulacdo PEG
6000, contendo 10% de farmaco, e 105,84%, o valor mais elevado,
para a formula¢@o Poloxamer 407, contendo 20% de 4cido ursélico,
o que forneceu evidéncia da seletividade do método, ja que os exci-
pientes da formulagio ndo afetaram a andlise.

Os resultados obtidos mostraram que o método desenvolvido € til
para dosagem de 4cido ursélico em dispersdes solidas preparadas com

Tabela 4. Determinacio do teor de acido ursélico em dispersodes sélidas

Formulagao Conc. obtida (ug mL™") Teor (%)
PEG 6000 (1:10) 24,47 97,87
PEG 6000 (1:20) 26,21 104,85
Poloxamer 407 (1:10) 24,96 99,83
Poloxamer 407 (1:20) 24,46 105,84

Desenvolvimento e validagdo de um método analitico por CLAE 1039

diferentes polimeros, como o PEG 6000 e Poloxamer 407. Estudos
posteriores de caracterizacdo fisico-quimica e avaliagdo da solubi-
lidade e perfil de dissolucéo dos sistemas desenvolvidos utilizardo
o método desenvolvido neste trabalho, permitindo uma comparacio
entre os dois polimeros, quanto a eficicia como estratégia para o
aumento da biodisponibilidade do 4cido ursdlico.

CONCLUSAO

O método proposto para andlise do dcido ursdlico utilizando
a técnica de CLAE foi validado e mostrou-se seletivo, linear na
faixa de 1,0 a 50,0 ug mL"!, com limite de deteccdo e quantificagdo
equivalentes a 0,34 e 1,0 ug mL"!, respectivamente, preciso, exato
e robusto frente a variagdes de composi¢ado e fluxo de fase mdvel, e
provou ser conveniente e confidvel, podendo ser aplicdvel ao controle
de qualidade de formulacdes farmacéuticas baseadas em dispersdes
s6lidas de PEG 6000 e Poloxamer 407.
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