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RESUMO

A vitamina E vem sendo exaustivamente estudada devido as suas propriedades antioxidantes e agdo antienve-
lhecimento. O uso de transportadores lipidicos nanoestruturados tem sido pesquisado a fim de reduzir a sen-
sibilidade da vitamina E frente a luz, calor e oxigé€nio. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar um
método por espectrofotometria UV/VIS para determinacdo de vitamina E em transportador lipidico nanoestru-
turado (NVITE). A validagdo do método foi realizada através de estudos de especificidade, linearidade, limite
de deteccao e quantificagfo, robustez, precisao e exatidao usando etanol para determinagdo a 285nm. O método
apresentou linearidade (r=0,9999) e precisdo (DPR= 1,66%, reprodutibilidade interna e DPR= 1,55%, repetibi-
lidade). A exatiddo foi de 99,46%. A robustez indicou que o grau do solvente ndo interfere na analise, porém o
uso do filtro de membrana foi fator necessario para realizagdo do método. Desta forma, pode-se concluir que o
método desenvolvido e validado foi especifico, linear, preciso, exato e robusto para a determinagao de NVITE.
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ABSTRACT

Vitamin E has been extensively studied due to its antioxidants and anti-aging actives. The usage of nano-
structured lipid carriers has been studied in order to reduce the sensitivity of vitamin E agains light, heat and
oxygen. The aim of this study is to develop and validate a method with spectrophotometry UV/VIS to determine
vitamin E in nanostructured lipid carrier (NVITE). The method validation was performed through studies of
specificity, linearity, limit of detection and quantification, robustness, precision and accuracy using ethanol
for determination at 285 nm. The method showed linearity (r= 0.9999) and precision (RSD= 1.66%, internal
reproducibility and RSD= 1.55%, repeatability). Accuracy was of 99.46%. Robustness indicated that the level
of solvent did not interfere with the analysis, but using the membrane filter was a factor required for carrying
out the method. Thus it can be concluded that the developed and validated method was specific, linear, precise,
accurate and robust for the determination of NVITE.
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INTRODUCAO

O termo “vitamina E” (VITE) ¢ utilizado para designar oito compostos diferentes, nomeados
B-,0-,y- € o- (beta, alfa, gama e delta) tocoferdis e tocotriendis. O a- tocoferol ¢ um dos muitos
antioxidantes lipossoliiveis naturais amplamente utilizados na suplementacdo de vitaminas,
alimenta¢do, industria cosmética e farmacéutica, além de ser considerado o mais potente (Figura 1)

(KHAYATA et al., 2012).

HO

Figura 1 - Estrutura quimica da vitamina E (a-tocoferol).

A VITE tem-se destacado em formulacdes usadas nos cuidados com a pele, pois, além de ser
um potente neutralizador dos radicais livres (RL), apresenta grande capacidade umectante aliando-se
assim no combate ao envelhecimento cutaneo (LEONARDI; GASPAR; CAMPOS, 2002).

Grande parte dos antioxidantes, incluindo a VITE, s@o insoluveis ou com baixa solubilidade em
agua. Isto tem feito de seu uso um problema nas formulagdes de alimentos e em formas farmacéuticas
classicas (KHAYATA et al., 2012).

Segundo Khayata et al. (2012), a incorporagdo da VITE a uma nanoestrutura representa um
promissor sistema de liberagdo controlada. Dentre suas vantagens estdo: baixo contetido polimérico,
alta capacidade de carga para farmacos lipofilicos e capacidade de confinar o fArmaco dentro de uma
cavidade central, evitando o efeito de rebentamento. O farmaco nao esta em contato direto com os
tecidos e, portanto, a irritacdo no local da administracdo serd reduzida, podendo também ser melhor
protegido contra a degradagdo durante o armazenamento e ambos apds a administragao.

Esta propriedade ¢ de alto interesse para o encapsulamento da VITE por sua elevada
sensibilidade a luz, calor e oxigénio. Diferentes sistemas de entrega de a-tocoferol tém sido estudados
como potenciais meios de superar estes problemas, dentre eles estdo os transportadores lipidicos
nanoestruturados (SABERI; FANG; McCLEMENT, 2013).

Segundo Vitorino et al. (2011), o transportador lipidico nanoestruturado confere uma maior
organizacao a sua estrutura e evita a expulsdo do fairmaco apds o armazenamento. Seu tamanho
reduzido, junto com elevada area de superficie, permite estabelecer um maior contato com a camada
cornea, gerando um efeito oclusivo e, consequentemente, aumentando a biodisponibilidade do

farmaco na pele.
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Na literatura cientifica, diversos métodos analiticos para a determinacao e quantificagao de VITE
sdo estudados como a eletroforese capilar (CARO, 2002; ALMEIDA, 2008), a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (RIOS; PENTEADO, 2003; KHAYATA et al., 2012) e a espectrofotometria
ultravioleta/visivel (UV/VIS) (ALMEIDA, 2008; BORBA et al., 2013). A espectrofotometria UV/VIS
¢ uma das técnicas analiticas mais reconhecidas por vantagens relacionadas ao seu uso, sendo utilizada
principalmente no controle de qualidade na industria farmacé€utica, que exige rapidez e confiabilidade
nos resultados. Possui custo relativamente baixo, facil utilizagdo e resultados de interpretacdo simples
(ROCHA; TEIXEIRA, 2004; ALVES et al., 2010).

Nesse contexto, acredita-se que o desenvolvimento de um método facil, rapido e acessivel,
que promova qualidade aos resultados apresentados seja uma etapa fundamental no desenvolvimento
do produto (ROCHA; TEIXEIRA, 2004; ALVES et al., 2010; BORBA et al., 2013).

Apos o desenvolvimento de um método analitico, torna-se imprescindivel sua validagao a
fim de provar tecnicamente que este ¢ adequado ao tipo de analise pretendida (ANVISA, 2003).
Assim sendo, a literatura consultada ndo apresenta metodologia para a quantificagdo de VITE
nanoestruturada por espectrofotometria UV/VIS. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar esta metodologia analitica que se apresenta como alternativa eficiente na

determinagdo e quantificacdo de farmacos.

MATERIAL E METODOS

Para as analises, foram utilizados transportador lipidico nanoestruturado contendo vitamina
E (NVITE) (Inventiva, Brasil), substancia quimica de referéncia (SQR) de VITE (Sigma-Aldrich,
Alemanha), etanol grau cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Merck, Alemanha),
etanol grau para analise (PA) (Nuclear, Brasil), filtro de membrana de poro 0,45um Xtra RC-45/25
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Alemanha), balanga analitica FA-2104N (Bioprecisa, Brasil),
espectrofotometro duplo feixe UV-VIS 1650 PC (Shimadzu, Japao) empregando células de quartzo de
caminho 6ptico de 1cm, Ultrassom Ultra Cleaner USC5000 de poténcia 270 watts RMS e frequéncia
de 40 kHz (Unique, Brasil).

SQR E AMOSTRAS

Primeiramente, foram preparadas solu¢des mae de NVITE, nanoestruturas lipidicas sem ativo
(NB) e SQR de VITE a uma concentragao de 400 ug/mL, cada uma. A partir destas solu¢des, foram
realizadas diluigdes para atingir as concentragdes necessarias. Apods o preparo, todas as solucdes

foram filtradas para leitura das amostras.



92 Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias Naturais e Tecnoldgicas, Santa Maria., v. 14. n. 1. p. 89-98. 2013.

CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

Para caracterizagdo da suspensdo de NVITE, foram realizadas andlises de tamanho de
particula e indice de polidispersdo (PDI) através de espalhamento de luz dindmico e o potencial
zeta por mobilidade eletroforética, os quais foram determinados utilizando o equipamento Zetasizer
(Nano ZS, Malvern Instruments, Reino Unido). A amostra foi diluida 500 vezes para a determinacao
do tamanho de particula, PDI e potencial zeta; os diluentes utilizados foram agua Milli-Q® (Millipore,
Francga) para tamanho de particula e PDI, j& para determinacao do potencial zeta, o diluente utilizado

foi o cloreto de so6dio na concentragao de 10 mmol/L.

Desenvolvimento do método analitico

Em um primeiro momento, optou-se por avaliar a solubilidade da VITE com trés solventes:
etanol, metanol e acetonitrila (grau CLAE), objetivando assim definir o melhor solvente a ser utili-
zado para o desenvolvimento método analitico. Para isso, levou-se em consideragdo o poder de solu-
bilizagdo do farmaco, custo, toxicidade e a sensibilidade do farmaco quando associado a tal solvente
frente ao comprimento de onda utilizado. Diante disSo, realizou-se uma varredura na faixa de 200 a
400 nm nos diferentes sistemas de solventes propostos, para a identificagdo do comprimento de onda
que apresentasse o valor de absorbancia mais adequado para o método.

Posteriormente, foram realizadas técnicas para extragdo da VITE das NVITE utilizando
agitacdo manual e ultrassom variando o tempo de extracdo (15 e 30min). Além disso, também foi
observada a estabilidade das amostras no solvente escolhido, avaliando-se o aspecto visual e a
absorbancia das mesmas, preparadas na presenca ou nao de filtro de membrana de poro 0,45um.

Ao determinar as condi¢des necessarias para analise, partiu-se para a validagao do método analitico.

Validacdo do método por espectrofotometria UV/VIS

Os ensaios para validacao seguiram a Resolucdo - RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003), sendo avaliados os parametros analiticos de especificidade, linearidade,

precisdo, robustez e exatidao.

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através de andlises comparativas entre as amostras de
SQR VITE, NVITE e NB, por meio da técnica de espectrofotometria UV/VIS realizada em todas as

amostras durante o periodo de desenvolvimento do mesmo.
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Em um primeiro momento, avaliou-se o espectro obtido da leitura de NVITE, zerando o
aparelho com etanol que € o solvente utilizado no preparo das amostras. Nesse momento, pode-se

observar a interferéncia das NB na analise.

Linearidade, limite de deteccio e quantificacio

A linearidade do método foi avaliada a partir da analise de uma curva padrdo nas concentra-
¢oes de 80, 100, 120, 140 e 160 ug/mL da SQR VITE. Os resultados foram tratados estatisticamente
através da analise de variancia (ANOVA), regressao linear e correlagdo de Pearson utilizando o sof-
ware GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad, EUA).

Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo (LQ) foram determinados a partir da inclinagao e

do desvio padrao do intercepto da média das trés curvas padrao (ANVISA, 2003).

Precisao

A precisao do método foi avaliada pelo mesmo analista, repetindo o procedimento necessario
para as analises em um periodo curto de tempo (repetibilidade) e por precisdo intermediaria
(reprodutibilidade interna), realizada por meio de outro analista em dias diferentes, porém com os
mesmos equipamentos. O ensaio constou de trés concentracdes: 80, 120 e 160 pug/mL (baixa, média

e alta) e os resultados foram analisados através do desvio padrao relativo (DPR).

Exatidao

A exatidao do método foi determinada a partir de ensaios de recuperagdo de trés concentra-
coes conhecidas da amostra: 120, 140 e 160 pg/mL. O resultado foi expresso percentualmente pela
relacdo entre a concentragdo média determinada experimentalmente e a concentragao tedrica corres-

pondente a 50, 75 e 100% de SQR VITE adicionada nas amostras.

Robustez

Para determinar se o método desenvolvido ¢ robusto, optou-se por utilizar um delineamento
experimental 2°, no qual foi possivel variar grau do solvente utilizado, presenga ou auséncia de filtro
de membrana de poro 0,45 um e uso de diferentes comprimentos de onda para a analise, conforme
descrito na tabela 1. Estes resultados foram tratados estatisticamente pela ANOVA seguida do teste de

Tukey com auxilio do sofiware GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad, EUA).
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Tabela 1 - Variagdes atribuidas as amostras para determinacdo da robustez.

Comprimento de onda

Amostras Grau do solvente (Etanol) (nm) Filtro®
Al CLAE 283 P
A2 CLAE 287 P
A3 CLAE 283 A
A4 CLAE 287 A
AS PA 283 P
A6 PA 287 P
A7 PA 283 A
A8 PA 287 A

2 P = presente e A = ausente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

Como resultados da caracterizagdo, as NVITE apresentaram um tamanho de particula de
169,20nm + 1,01, PDI 0,11 &+ 0,01 e potencial zeta -25,50mV + 3,84, ja as NB exibiram tamanho de
189,78nm + 1,16, PD10,12 + 0,02 e potencial zetade -17,41mV + 0,31; estes resultados demonstraram
que as amostras apresentaram boa homogeneidade (TRIERWEILER, 2009) e também didmetro médio
das particulas em escala adequada para que se obtenha o efeito da vetorizagao desejado (GRAMA;
ANKOLA; RAVI KUMAR, 2011). O potencial zeta, distante de 0 mV indica que as particulas
presentes na suspensdo apresentam repulsdo suficiente para manté-las estavel (TRIERWEILER,
2009), demonstrando que as NVITE e as NB apresentam caracteristicas que as capacitam para uso no

desenvolvimento e validacdo do método.

Desenvolvimento do método analitico

Ao analisarmos a figura 2, podemos observar que o metanol tem poder de solubilizagdo menor
da VITE quando comparado a solubilidade dos demais solventes testados (acetonitrila e etanol). Des-
ta forma, estes foram considerados os melhores solventes para a VITE, porém quando considerados
custo e toxicidade optou-se por utilizar o etanol, pois este apresenta menor toxicidade e custo quando
comparado aos demais solventes utilizados (OGA; CAMARGO; BATISTUZZO, 2008).

As diferentes técnicas para extragdo da VITE dos transportadores lipidicos utilizando
agitagdo manual e ultrassom demonstraram que a técnica mais adequada foi a agitacdo manual, pois

quanto maior o estresse da NVITE, menor a absorbancia e consecutivamente, menor o teor de VITE
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determinado. Além disso, esta foi uma técnica simples e rapida para ser empregada na determinacao

de VITE em transportador lipidico nanoestruturado.
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Figura 2 - Sobreposigdo dos espectros de VITE na concentracdo de 120pug/mL diluida em metanol (a),
etanol (b) e acetonitrila (c).

VALIDACAO DO METODO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS

Especificidade

Quando tragados e sobrepostos os espectros de NVITE, SQR VITE e das NB zerando
0 equipamento com o solvente, observou-se uma interferéncia das NB na determinagdo de VITE
nas nanoestruturas (Figura 3A), pois embora todas as amostras estejam na mesma concentragao,
aparentemente, as NVITE demonstram ter maior concentragdao. Nesse sentido, a especificidade do
método foi determinada a partir de seu desenvolvimento para determinagao de VITE nas nanoestruturas
sem a interferéncia das NB, sendo considerados os seguintes parametros como ideais na analise
pretendida: concentragdo de trabalho de 120pg/mL, comprimento de onda de 285nm, emprego de
filtro de membrana poro 0,45um e zerar o equipamento com as NB. Dessa forma, quando tragados os
espectros das NVITE com tais parametros, ndo visualizamos a interferéncia das NB na andlise (Figura

3B), demonstrando que neste momento determina-se apenas a VITE presente nas nanoestruturas.
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Figura 3 A-B - Interferéncia das NB (A): NB (a), SQR VITE (b), NVITE (c) e ponto de anulagdo da interferéncia das
NB (B): SQR VITE (d), NVITE (¢). Todas as solu¢des em etanol na concentragdo de 120ug/mL.

Linearidade

A andlise dos resultados da linearidade por ANOVA demonstrou P < 0,0001, demonstrando
ser significativa a diferenca de leitura entre as concentragdes analisadas. A partir da curva padrao
encontrada (y = 0,004970 x -0,02020), calculou-se o coeficiente de correlagdo linear de Pearson,
obtendo-se assim o valor de 0,9999, estando este resultado de acordo com a legislacdo vigente
(ANVISA, 2003), a qual exige um coeficiente minimo de 0,99. Com base nesses dados, calcularam o

LD e LQ e os resultados encontrados foram 16,55ug/mL e 49,68ug/mL, respectivamente.

Precisao

Os resultados dos ensaios de precisao revelam que o método apresenta boa repetibilidade e
reprodutibilidade interna conforme dados da tabela 2, estando estes resultados em consondncia com

a ANVISA (2003), a qual exige um DPR maximo de 5%.

Tabela 2 - Valores de DPR da reprodutibilidade interna e repetibilidade.

Concentragdo (pg/ml) 1" dia’ 2 dia’ 3 dia®
Teor (%) Teor (%) Teor (%)

80 103,46 99,73 100,53

120 98,44 98,61 99,31

160 102,30 98,78 99,72

Meédia 101,40 99,04 99,85

DPR 2,62 0,60 0,62

Reprodutibilidade interna
Meédia (%) 100,10
DPR 1,20

*Analista 1; *Analista 2
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Exatidao

Como resultados do ensaio de exatiddo, foi obtido um percentual médio de recuperagdo de 99,46%,
apresentando um DPR de 1,15%, estando esta andlise em consonancia com a International Conference on

Harmonization (ICH, 2005) a qual orienta que o teor de farmaco recuperado deve ficar entre 98 e 102%.

Robustez

A andlise de robustez do método por ANOVA e o pos-teste de Tukey demonstram que a variagdo
do solvente entre grau CLAE e PA, e o comprimento de onda ndo interferem na andlise do mesmo. Em
contrapartida, o uso do filtro de membrana auxiliou e reter um niimero maior de interferentes a leitura
(TRIERWEILER, 2009), visto que amostras que foram submetidas a ele apresentaram teor superior quando

comparadas as filtradas. Desta forma, o uso do filtro foi considerado condi¢@o necessaria para analise.

CONCLUSOES

Por meio do desenvolvimento e validacdo do método analitico, conclui-se que o melhor
solvente para as andlises foi o etanol e que o grau CLAE ou PA ndo influencia nas mesmas. O uso
do filtro de membrana aliado a técnica de zerar o espectrofotdmetro com as nanoestruturas sem o
ativo foi fator determinante para a realizacdo de uma analise sem os interferentes da formulagao.
Desta forma, o método demonstrou ser especifico, linear, preciso, exato e robusto. Além disso, a

instrumentagdo foi considerada bastante acessivel, sendo a técnica rapida e de facil execugdo.
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