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VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD BY UV SPECTROPHOTOMETRY FOR LIPID EMULSION SYSTEM
CONTAINING BENZNIDAZOL. A validation study of an UV spectrophotometric method was conducted for quantitative analysis
of benznidazol (BZN) in a lipid. The analytical determinations were performed at 315 nm at 25 °C. The emulsion components did

not interfere on drug analyses, demonstrating the specificity of the methodology. A good linearity (r = 0.99995) and precision (RSD
< 5.0%) for intra and inter-day studies, including the reproducibility test were observed. The accuracy ranged of 102.1 + 2.8 e 103.8
+ 1.7%. The statistical analysis demonstrates a linear, precise, accurate and robust method for BZN quantification from the lipid

emulsion system.
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INTRODUCAO

As doengas parasitdrias continuam sendo um obstdculo para o
desenvolvimento social e econdmico dos paises mais pobres e sdo,
frequentemente, chamadas de “doencas negligenciadas”, “doengas
6rfas” ou “doencas tropicais”.! A doenga de Chagas, infecgio causada
pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, constitui um dos principais
problemas em satide piblica dos pafses em desenvolvimento.? Na
América Latina a morbidade e a mortalidade associada com a doenga
de Chagas possuem maior magnitude quando comparada a maldria,
esquistossomose e leishmaniose.>?

O benznidazol (BZN) nio é somente o firmaco de escolha
para o tratamento da doenga de Chagas, mas também o Unico co-
mercializado na América Latina.* O BZN (Figura 1) € um farmaco
nitro-heterociclico (N-benzil-2-nitroimidazole 1-acetamida) com
atividade antiprotozodria e antibactericida. A maior limitagdo deste
farmaco € a atividade antiparasitdria insuficiente na fase cronica da
doenca, na qual menos de 80% dos pacientes tratados sdo curados
parasitologicamente, de acordo com os critérios cldssicos indicados
sobre infecgdes agudas.’

Figura 1. Representac¢do esquemdtica da estrutura quimica do benznidazol

*e-mail: arnobiosilva@ufrnet.br

O BZN estd disponivel para administragio oral na forma de com-
primidos, apresentando assim limitagdes associadas com a absor¢ao
oral, devido a sua baixa solubilidade. O desenvolvimento de sistemas
que contribuam para o aumento da biodisponilidade do farmaco,
ou aumento da concentragdo nas células/tecidos infectados reflete
diretamente no aumento da eficiéncia terapéutica do benznidazol e,
consequentemente, no sucesso da terapia da doenca de Chagas.*®
Neste segmento as emulsdes/microemulsdes lipidicas apresentam-se
como uma alternativa interessante para o aumento da biodisponilidade
oral do farmaco.

As microemulsdes (ME) podem ser definidas como sistemas
termodinamicamente estdveis, isotrépicos, transparentes, de dois
liquidos imisciveis, usualmente dgua e dleo, um dividido (fase
interna) no interior do outro (fase externa), estabilizados por um
filme de compostos tensoativos, localizados na interface 6leo/dgua.’
A formacgdo destes sistemas geralmente envolve a combinagio
de trés a cinco componentes, tais como tensoativo, agua, dleo e,
quando necessdrio, o cotensoativo.”'* A principal caracteristica das
microemulsdes (ME) € formar espontaneamente a fase interna por
homogeneiza¢do dos componentes da formula, cujas dimensdes das
goticulas da fase interna sdo da ordem de nandmetros. Sua estabili-
dade termodinamica oferece vantagens sobre as dispersoes instaveis,
tais como as suspensdes e emulsdes.!** Assim como com as MEs, as
nanoemulsdes também possuem goticulas da ordem de nandmetros,
mas ndo sio termodinamicamente estdveis.'* As ME sdo superiores
as dispersdes micelares em termos de potencial de solubilizacdo de
substancias, por isso, sdo usadas para aumentar a solubilizacdo e a
absorcdo de farmacos lipofilicos.!'*

Ao longo do tempo, alguns métodos analiticos para quantifica-
¢do do BZN tém sido divulgados utilizando diversas técnicas como
eletroquimica, polarografia, espectrofotometria UV e cromatografia
liquida de alta eficiéncia, ' no entanto, a grande maioria destes estudos
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descreve a determinagdo analitica do farmaco a partir de fluidos bio-
16gicos. Em 2006, Soares Sobrinho e colaboradores'” desenvolveram
e validaram um método analitico para o doseamento do BZN a partir
de comprimidos por espectrofotometria de UV-Vis. O método preco-
niza a dissolu¢do do BZN em etanol e posterior dissolu¢do em dgua
para a analise no comprimento de onda de 324 nm. Recentemente,
adaptacoes deste método foram aplicadas para a validag@o de um teste
de dissolucao para comprimidos contendo BZN'8 e em um estudo de
caracteriza¢do fisico-quimica do BZN, especificamente nos ensaios
de solubilidade do firmaco em diversos solventes.'

A Farmacopeia Portuguesa nio apresenta um método analitico
para o BZN,* enquanto a Farmacopeia Brasileira descreve o método
analitico para o BZN a partir de comprimidos por espectrofotometria
de UV em 316 nm utilizando HCI 0,1 mol L' como meio de dis-
soluc@o.”! Devido a falta de métodos nos compéndios oficiais para
sistemas emulsionados lipidicos contendo BZN, o desenvolvimento
e a valida¢do de um método simples, rapido e acessivel, que assegure
a qualidade dos resultados apresentados € uma etapa fundamental no
desenvolvimento do produto.

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito dos com-
ponentes da formulacdo na andlise quantitativa do BZN a partir de
sistemas emulsionados a base de 6leo de soja e validar um método
simples, especifico, rdpido e vidvel por espectrofotometria de UV.
O estudo seguiu os critérios descritos para a validacdo de métodos
analiticos para farmacos e medicamentos estabelecidos pelo Interna-
tional Conference on Harmonisation (ICH) e pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).222

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

Reagentes e amostras

O BZN (Roche®, Brasil) foi cedido pelo Laboratério Farmacéu-
tico do Estado de Pernambuco. A fosfatidilcolina de soja (lipoide
s100®) foi adquirida da Gerbras® (Brasil). O dleo de soja, o oleato
de sédio (82% dcidos graxos como &dcido oleico) e o Tween® 80
foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). O dlcool etilico PA. e
metanol P.A. foram adquiridos da Labsynth® (Brasil). Os sistemas
emulsionados foram preparados pela técnica de inversdo de fase,
utilizando ultra-turrax IKA, modelo T18 no Laboratério de Tecno-
logia e Biotecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN).

Equipamentos e condig¢oes de andlises

Os equipamentos utilizados no presente estudo foram os espec-
trofotdmetros Biochrom®, Libra S32 (Cambridge,UK) e o Thermo
Scientific®, evolution 60S (Miami, USA). Todas as andlises foram
realizadas a 25 °C na faixa de 200 a 400 nm, com cubeta de quartzo de
1 cm e dlcool etilico como branco. A balanca utilizada possui quatro
casas e a vidraria e micropipetas utilizadas permitem a observacéo
de erro de 1%.

Solugdo padrao e amostras

Para a validagdo do método analitico, foi preparada a solugdo
estoque do BZN em metanol na concentracdo de 500,0 pg mL', e
posteriormente uma aliquota foi transferida para baldo volumétrico
de 10,00 mL e diluida com élcool etilico para atingir a concentracio
de 20,0 ug mL'. A andlise desta solugdo foi realizada em espec-
trofotometro UV-Vis na faixa entre 200 a 400 nm para identificar
o comprimento de onda de maxima absor¢do no sistema solvente
escolhido. Para o preparo das amostras contendo a emulsdo ou com-
ponentes da emulsdo, apds a dispersdo da amostra em metanol, a
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solucdo foi filtrada em membrana de 0,45 pum e o volume completado
com metanol. Aliquotas adequadas deste filtrado foram transferidas
e o volume completado com dlcool etilico.

Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade do método foram avaliadas
através da comparacao dos espectros de absorcdo obtidos na regido de
200-400 nm da (a) solu¢do de BZN 20,0 ug mL'; (b) solugiio de BZN
incorporado no sistema emulsionado 20,0 ug mL"' e (c¢) solucdo da
matriz contendo quantidade equivalente dos componentes presentes
na emulsdo (fosfatidilcolina de soja, oleato de sddio, dleo de soja e
tween® 80). As amostras foram preparadas e analisadas utilizando
o mesmo procedimento experimental apresentado no item anterior.

Construgdo da curva padrdo

A solucdo estoque de 500,0 pg mL! de benznidazol foi preparada
em metanol. Diferentes aliquotas desta solu¢do foram transferidas
para baldo volumétrico de 10,00 mL e diluidas com alcool etilico a
fim de se obter solu¢des com concentrag@o na faixa de 2,50 a 40,0
pg mL! (n = 5). A absorbancia foi medida no comprimento de onda
de 315 nm.

Linearidade e intervalo

A linearidade foi avaliada na faixa de concentracdo (2,50-40,0 pug
mL™") utilizada para construc¢do de cinco curvas padrio, obtidas em
nove niveis de concentragdo. O coeficiente de correlagdo foi obtido
através da regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e
os dados foram ainda submetidos a andlise de varidncia (ANOVA).

Precisao

O teste de precisdo pode avaliar os critérios de repetibilidade,
precisdo intermedidria e de reprodutibilidade.”* Neste estudo, a
precisdo foi avaliada quanto a precisdo intracorrida (repetibilidade),
intercorridas (precisdo intermedidria) e interlaboratorial (reproduti-
bilidade). Em todos os ensaios foram investigados cinco niveis de
concentracdo em triplicata, sendo duas baixas (10,0 e 15,0 ug mL™"),
uma intermedidria (20,0 ug mL™") e duas altas (25,0 e 30,0 ug mL").
O ensaio de repetibilidade foi realizado no mesmo dia e nas mesmas
condicdes de andlise, enquanto a precisdo intercorridas foi realizada
em intervalos de 48 h e com analistas diferentes.

Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada pela adicéo e recuperagdo de
padrdo em cinco niveis de concentracio e em triplicata. Em 1000 mg
de emulsdo foram adicionados e misturados 25,0 mg de BZN; apds
a dissolu¢do, a amostra foi filtrada e o volume completado em baldo
volumétrico de 50,0 mL com dlcool etilico. Diferentes aliquotas desta
solugdo foram transferidas para baldo volumétrico de 10,00 mL e o
volume completado com élcool etilico a fim de obter diferentes con-
centracdes (10, 15, 20, 25, 30 pg mL"). A exatiddo foi expressa pela
relagdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente
e a concentracdo tedrica correspondente, conforme a Equagao 1.

Concentragdo média experimental

Exatiddo = { }x 100 (1)

Concentragdo teorica

Robustez

Para verificar a robustez do método foram avaliadas diferentes
proporcdes entre os solventes (metanol:alcool etilico) utilizados na
preparagdo da solugdo estoque (100% metanol, 75% metanol, 50%
metanol). O ensaio foi realizado investigando cinco niveis de con-
centracao (10, 15, 20, 25, 30 pg mL™").
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Andlise estatistica

Os resultados obtidos nos ensaios de precisao intra, intercorri-
das e de reprodutibilidade foram submetidos ao teste ¢ de Student
para avaliar possiveis diferengas estatisticas. Os resultados obtidos
nos estudos de linearidade, exatiddo e robustez foram submetidos a
andlise de varidncia (ANOVA). Para confronto dos valores médios
estatisticamente diferentes, foi utilizado o teste de Dunnet no ensaio
de robustez para comparagdes em relaciio a um grupo controle, sendo
considerados significativamente diferentes os valores de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Validaciao do método

Com o objetivo de observar o comprimento de onda de maior
absorcdo do BZN no solvente escolhido, foi realizada andlise da
soluc@o de farmaco na concentra¢do de 20 pug mL™' para obtencdo
do espectro de varredura no intervalo de 200-400 nm (Figura 2a). O
comprimento de onda de maxima absorcao escolhido para as andlises
quantitativas foi de 315 nm.

Absorbéancia

A (nm)
Figura 2. Espectros de absor¢do da (a) solugcdo de BZN (20 ug mL"”),

(b) solucdo de BZN incorporada no sistema emulsionado (20 g mL') e (c)
sistema emulsionado sem fdarmaco

A fim de verificar a especificidade e seletividade do método, foram
obtidos os espectros de varredura da solu¢do de BZN a 20 pg mL™!
(Figura 2b), na presen¢a de componentes do sistema emulsionado
e da solucdo contendo apenas o sistema emulsionado, sem farmaco
(Figura 2c), nas mesmas condigdes de andlise da solu¢do padrio de
farmaco. O ensaio de especificidade e seletividade descreve a capa-
cidade do método identificar e mensurar a quantidade farmaco na
presenga de impurezas, excipientes ou produtos de degradagdo.?>> Os
diferentes espectros de varredura (Figura 2) demonstram a eficiéncia
do método quanto a este ensaio, pois 0s componentes nao absorvem
naregido do comprimento de onda (315 nm) utilizado para a andlise
quantitativa do farmaco.

Validagdo de método analitico por espectrofotometria UV 1461

A curva padrao do BZN foi construida para a faixa de concen-
tragdo de 2,5 a 40 ug mL'. A equacido de regressio linear obtida
foi A =0,02858 C - 0,00721 (A= absorbancia; C= concentracio).
O estudo de linearidade foi realizado através da andlise dos resul-
tados obtidos de cinco curvas analiticas na faixa de concentragcdo
de 2,5 a 40 ug mL". O coeficiente de correlagao obtido (r =
0,99995) a partir dos valores médios de absorbancia acrescidos
dos desvios padrdo versus a concentrag@o de firmaco demonstrou
a boa linearidade do método. Os dados foram ainda submetidos
a andlise de variancia, a qual demonstrou que a regressdo linear
foi estatisticamente significativa e sem falta de ajustes (p<0,05)
(dados ndao mostrados).

A precisdo € um importante pardmetro analitico e representa a
variagdo dos resultados em uma série de andlises de uma amostra
em condi¢des semelhantes ou diferentes de andlises.!”® Neste
estudo, a precisdo foi investigada em triplicata para diferentes
niveis de concentrag@o (10, 15, 20, 25 ¢ 30 ug mL™"). A Tabela 1
apresenta os resultados obtidos para os testes de precisdo intra-
corrida (repetibilidade) e intercorridas (precisio intermedidria).

Os resultados obtidos no estudo de precisdo intra e intercor-
ridas demonstraram a precisdo do método. Em ambos os ensaios
foram observados valores de coeficiente de variacdo (CV) infe-
riores a 5%.%% Os resultados obtidos para cada concentragio
investigada nos dois ensaios foram ainda submetidos ao teste ¢
de Student para avaliar uma possivel diferenca estatistica. Como
demonstrado na Tabela 1, ndo houve diferencga estatistica (p <
0,05) entre os valores determinados no ensaio intracorrida daque-
les determinados em diferentes dias e com diferentes analistas. O
resultado da andlise estatistica confirma a andlise da precis@o do
método para os diferentes ensaios.

O estudo de precisdo interlaboratorial foi realizado com o
objetivo de avaliar mudancas como as condi¢des de trabalho,
analistas, equipamentos e implementos utilizados. Para isto, fo-
ram avaliadas trés determinag¢des para cada concentragdo (10, 15,
20, 25 ¢ 30 ug mL") em dois laboratérios diferentes utilizando
equipamentos distintos (Tabela 2).

Os resultados experimentais (Tabela 2) confirmam os estudos
de precisdo intra e intercorridas. Os valores de CV observados
foram menores que 5%, indicado que as mudancas inseridas no
teste ndo foram capazes de alterar a precisdo do método. O estudo
foi amplo e para cinco niveis de concentracdo em triplicata. Os
dados obtidos nos diferentes laboratdrios para cada concentragao
investigada foram submetidos ao teste ¢ de Student e ndo foi
observada diferenca estatistica entre os diferentes conjuntos de
medidas realizadas (p < 0,05).

Ap6s investigar os diferentes niveis de precisdo do método,
foi realizado o ensaio de recuperacio. A exatidao do método pode
ser expressa como a porcentagem da recuperagdo de uma quan-
tidade conhecida de firmaco adicionado a amostra. Esta amostra
pode ser a forma farmacéutica ou somente o placebo (mistura

Tabela 1. Resultados obtidos para os ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria (n = 3)

Precisdo intracorrida
Concentragdo (ug mL™")

Precisdo intercorridas
Teste ¢ de Student (p)

Média+ DP (ug mL™") CV (%) Média + DP (ug mL") CV (%)
10,0 10,0+ 0,2 1,85 9,8+0,3 3,44 0,352
15,0 14,7+ 0,1 0,77 14,5+ 0,6 4,05 0,618
20,0 19,6 + 0,3 1,72 19.5+0,6 2,96 0,777
25,0 24,8+0,3 1,43 23,8+0,7 2,84 0,085
30,0 29,8 +0,6 1,97 28,5+09 3,18 0,102

CV= coeficiente de variagdo; DP= desvio padrdo



1462 Streck et al.

Tabela 2. Resultados obtidos para o ensaio de reprodutibilidade (n = 3)

Quim. Nova

Laboratério A
Concentragdo (g mL™)

Laboratério B
Teste ¢ de Student (p)

Média + DP (ug mL™") CV (%) Média + DP (ug mL") CV (%)
10,0 10,4 + 04 3,79 9.9+03 3,34 0,258
15,0 15,8 +0,6 3,67 15,6 +0,8 4,99 0,811
20,0 20,6 +0,8 3,73 20,5+0.9 4,48 0,847
25,0 25,6 +09 3,46 25,5+0,8 3,19 0,928
30,0 30,6 + 1,4 4,56 29.9+0,8 2,82 0,436

CV= coeficiente de variacio; DP= desvio padrao

dos excipientes). O ensaio de exatiddo descreve ainda o grau de
veracidade dos resultados obtidos da andlise quantitativa.?>?* Para
o presente estudo foram investigados cinco niveis de concentragao
(10, 15, 20, 25 e 30 ug mL™") em triplicata, utilizando o ensaio do
placebo contaminado. Os resultados do ensaio estdo apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados obtidos no ensaio de exatidao (n = 3)

C(?n.centragao Copcentragao Recuperagiio + DP v
tedrica experimental + DP (%) (%)
0 0
(ug mL") (ug mL")
10,0 10,4 +0,2 103,8 + 1,7 1,7
15,0 154+04 103,0 £ 2,6 2,5
20,0 20,4 +0,6 102,1 + 2,8 2,8
25,0 25,7+0,5 102,8 + 1,8 1,8
30,0 30,7+ 1,3 102,5+4,4 43

submetidos ao teste 7 de Student e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05). Assim, foram investigadas
duas variagdes grandes em relacdo ao solvente usado (100%) no
método analitico: 50 e 75%. Os resultados obtidos no ensaio estao
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados obtidos no ensaio de robustez utilizando diferentes
proporg¢des de metanol na dissolugdo da amostra (n = 3)

Concentra¢ao Concentragio experimental + DP (g mL™")

tedrica cv
(ug mL) (50%) (75%) (100%) (%)
10,0 103 +0,7 10,5+0,5 10,1+00 457
15,0 15,4 +0,7 150404 149+03 349
20,0 20,5+ 1,1 20,0+ 1,0 20,0407 4,59
25,0 254412 24,8 +1,0 25,1+£0,7 3,68
30,0 32,7+0,1% 30,7 +0,9 298+05 1,44

CV= coeficiente de variacdo; DP= desvio padrao

O limite estabelecido do nivel de recuperagdo aceitdvel para
produtos farmacéuticos no Brasil estd entre 80-120%.%* O ensaio
de exatidao realizado para as diferentes concentra¢des investigadas
demonstrou a exatiddo do método para a andlise quantitativa do BZN
a partir do sistema emulsionado estudado. O nivel de recuperacio
variou entre 102,1 a 103,8%, sendo que os dados experimentais do
ensaio de recuperag@o foram submetidos a andlise de variancia (ANO-
VA one way) e ndo foi observada diferenca estatistica significativa
[F(4,10) =0,133; p=0,967] entre os valores de recuperagio obtidos
(n=5) para os cinco niveis de concentragdo investigados (10-30 ug
mL™"). Estes resultados demonstram que o método pode ser aplicado
com seguranca.

O sucesso do método quanto a eficiéncia na recuperagio ocorreu
devido a escolha do sistema solvente para dispersdo da amostra.
Ao adicionar metanol ocorre a quebra do sistema emulsionado e a
consequente dispersdo dos componentes da formulagdo, incluindo
os componentes insoliveis em dgua e o fairmaco. O uso do dlcool
etilico como solvente na dilui¢do da solucdio amostra garante a ma-
nutencio dos componentes da formulagdo solubilizados e estes ndo
interferem na andlise do fdrmaco, conforme demonstrado no ensaio
de seletividade (Figura 2).

A robustez consiste em um ensaio que permite avaliar a capacida-
de do método analitico de resistir a possiveis alteracdes de parametros
analiticos importantes como pH, forca idnica, temperatura, solventes,
entre outras condi¢des.?>? Neste estudo, a preparacdo das amostras
envolveu a dissolu¢do em metanol e posterior dilui¢do com dlcool
etilico para andlise em espectrofotdmetro. Como parametro de robus-
tez foi apresentada uma ampla variacdo na razdo de metanol/dlcool
etilico utilizada para a dissolug@o inicial da amostra, pois quando
foi utilizada uma marca diferente de cada solvente, os resultados
obtidos para cada concentrac@o investigada nos dois ensaios foram

Estatisticamente diferente 100% (p < 0,05)

Mesmo com a ampla faixa de variacdo na composicdo do solvente
utilizado para a dissolu¢@o da amostra, ndo foi verificada alteracio
relevante nos parametros de recuperacao e precisdo do método. Para
todos os niveis de concentragio investigados, o coeficiente de variagdo
(CV) obtido foi inferior a 5%. Todas as analises foram realizadas em
triplicata, preservando as mesmas condigdes. Além disso, apés subme-
ter os dados experimentais obtidos para cada concentracdo, a andlise
de variancia (ANOVA one way) ndo apresentou diferenca estatistica
significativa para as concentragdes de 10 pg mL™" [F(2,6) = 0,423; p
=0,673]; 15 ug mL' [F(2,6) = 0,872; p = 0,465]; 20 pg mL"! [F(2,6)
=0,253; p=0,784] e 25 ug mL"! [F(2,6) =0,279; p = 0,766]. Quando
a variacdo da razdo de metanol foi de 50%, foi observada diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (100%)
[F(2,6) = 16,526; p = 0,04]. Esta mesma diferenca ndo ocorreu para
a concentracdo de 75%, a qual estd bem mais proxima da condi¢do
real de andlise planejada para o método de andlise quantitativa para
0 BZN no sistema emulsionado investigado. E interessante ressaltar
que a concentragdo escolhida para a andlise quantitativa do firmaco
no sistema emulsionado foi aquela localizada no meio da curva padrao
(25 ug mL"). Estes resultados demonstram a robustez do método
perante a varia¢do tdo ampla na proporcdo dos solventes utilizados.

CONCLUSAO

A validagdo do método analitico para 0 BZN, a partir do sistema
emulsionado lipidico por espectrofotometria de UV, demonstrou
especificidade e linearidade dentro da faixa de concentragdo em-
pregada. Os parametros analiticos investigados indicam um método
simples, rapido, preciso, exato e que pode ser aplicado com seguranga
e confiabilidade na determinac@o do teor de farmaco incorporado na
emulsdo lipidica.
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