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DEVELOPMENT OF AN HPLC ANALYTICAL METHOD FOR BENZNIDAZOL TABLETS FOR THE TREATMENT OF
CHAGAS DISEASE. The analytical method of high performance liquid chromatography (HPLC) for the assay of benznidazole in
tablets was developed and validated following the requirements of regulatory agencies. The method used as mobile phase
acetonitrile:wather 1:1, a C18 column of 12.5 cm length x 4 mm id, 5 pum particles and A=316 nm. The statistical analysis of the

results demonstrated that the method satisfies all parameters so as to be considered a safe and efficient analytical alternative of low

cost for laboratory routine.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas ¢ uma enfermidade endémica na América
Latina, afetando em torno de 13 milhdes de pessoas'. Seu agente
etioldgico € o Trypanosoma cruzi, um protozodrio hemoflagelado
da familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida®. A incidén-
cia anual estimada de novos casos da doenga decaiu de 700.000—
800.000 na década de 80 para aproximadamente 200.000 novos
casos'.

As doengas negligenciadas tais como leishmaniose, tripanos-
somiase, doenga de Chagas e maldria t€ém impacto devastador so-
bre a humanidade®. O benznidazol (N-benzil-2-nitro-1-imidazol-
acetamida) é um antiparasitdrio, derivado nitroimidazol, com acao
tripanossomicida, que vem sendo utilizado, desde 1973, no trata-
mento etioldgico da doenca de Chagas®.

Alguns métodos analiticos para quantificagdo do benznidazol
tém sido divulgados ao longo do tempo, utilizando diversas técni-
cas como eletroquimica®’, polarografia®, espectrofotometria UV?
e cromatografia liquida de alta eficiéncia', porém na sua grande
maioria essas quantificagdes do ativo ocorrem em fluidos biolégi-
cos>71%, Para a fabrica¢do de comprimidos a base de benznidazol,
visto a falta de métodos nos compéndios oficiais, faz-se necessario
o desenvolvimento e a valida¢do de um método que atenda as
especificagdes dos 6rgdos reguladores'"3.

Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
confidveis e interpretdveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma
avaliacdo denominada validacdo. A validagdo inclui especificacdo
dos requisitos do método; determinagdo das caracteristicas do mé-
todo; verificacdo de que os requisitos podem ser atendidos com o
uso do método e uma declaragdo sobre a validade do método'".

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
validacio de método analitico para doseamento de comprimidos a
base de benznidazol, de acordo com a RE 899 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)'.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e métodos

Matéria-prima, reagentes e vidrarias

Para as etapas que corresponderam ao desenvolvimento do
método e sua validagdo, foram utilizados padrdo de trabalho e
matéria-prima (Lote LAFEPE 13871) fornecidos pela Roche®,
amido de milho, lactose malha 200, estearato de magnésio, talco e
os comprimidos de benznidazol fabricados no LAFEPE® (Lote
05030569). Os reagentes utilizados no estudo foram: acetonitrila
grau HPLC Tedia®, metanol grau HPLC Tedia® e dgua ultra-
purificada obtida por Milli-Q Millipore®. As colunas testadas tive-
ram empacotamento C8 e C18, apresentando as seguintes
especificagdes: C8 (Symmetry®, 25 cm x 4,6 mm di; particula 5
um), C18 (uBondpack®, 300 x 3,9 mm di; particula 10 um e
Lichrospher® 12,5 cm x 4,0 mm di). A vidraria utilizada foi certifi-
cada por lote, sendo da marca Pirex®.

Desenvolvimento do método analitico

Primeiramente foi realizada uma varredura em espectro-
fotdbmetro Shimadzu® com duplo feixe, modelo N-2401 PC, com
detector de 190 a 800 nm, possuindo lampadas de deutério e
tungsténio. Sua calibracdo foi realizada através de padrdes de refe-
réncia, rastreados pelo NIST (“National Institute of Standards and
Technology”). A amostra de comprimidos testada foi diluida em
metanol Merck® até uma concentragéo final de 40 mg L, sendo a
varredura programada em uma faixa entre 200 a 800 nm, objetivando
em confirmar o comprimento de absorvancia maximo citado pela
literatura.

Visando reducio de custo e de tempo de andlise, realizou-se
estudo em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) das
amostras de comprimidos preparadas a 100 mg L', utilizando qua-
tro diluicdes em diferentes misturas de solventes (metanol,
acetonitrila:dgua (50:50), acetonitrila e metanol:dgua (50:50)).

Para definicdo do método a ser validado buscando maior
seletividade e resolucdo, também se analisou a variagdo da tempe-
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ratura do forno (25 a 80 °C), diferentes propor¢oes de fase movel
(50:50 a 80:20) e diferentes composi¢des de fase moével
(acetonitrila:dgua e metanol:dgua).

A performance do sistema cromatografico foi avaliada a partir
dos seguintes parametros: fator de capacidade, nimero de pratos
tedricos e fator de cauda, observando-se os cromatogramas obtidos.

Valida¢do do método analitico

Todo método desenvolvido e ndo descrito em farmacopéia ou
formuldrios oficiais deve ser validado, sendo avaliados os seguin-
tes parametros: especificidade, linearidade, intervalo, precisao, li-
mite de deteccdo, limite de quantificacéio, exatiddo e robustez'"'>.

Preparagdo da solu¢do-amostra

As amostras foram pesadas analiticamente, diluidas em baldo
volumétrico com acetonitrila e sonicadas por 15 min. Foi realizada a
aferi¢do do volume, filtragdo em papel de filtro faixa preta marca
Schleicher & Scheuell 589°®. Em seguida, foi amostrada do filtrado
uma aliquota volumétrica e diluida com fase mdvel acetonitrila:dgua
(50:50) até obtencdo da concentracdo de 100 mg L. As amostras
foram preparadas em quintuplicatas.

Preparagdo da curva controle

Partindo da solugdo estoque de benznidazol em acetonitrila (1
mg mL"), foram realizadas dilui¢des em fase mdvel
(acetonitrila:dgua (50:50) para obtencdo das seguintes concentra-
¢des: 40, 100 e 160 mg L', A curva controle foi preparada diaria-
mente e utilizada para os cédlculos das concentragdes.

Equipamentos e condi¢des cromatogrdficas

Foi utilizado o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu® composto pelos seguintes médulos: bombas LC — 10
ADVP, autoinjetor SIL — 10 ADVP, detector SPD — 10 AVP,
controlador SCL — ADVP, forno CTO — 10 ASVP e degaseificador
DGU - 14 A.

Utilizou-se balanca analitica Sartorius® CP 225 D para realiza-
¢dlo das pesagens e a lavadora ultrassonica Unique® para a sonicagdo.
As condicdes cromatograficas definidas a partir do desenvolvimento
do método foram: coluna C18, Lichrospher®, (12,5 cm x 4,0 mm
di; particula 5 pm), fase moével acetonitrila:dgua (50:50), fluxo de
1 mL min™, detector UV 316 nm, temperatura do forno de 25 °C e
volume de inje¢do de 20 uL. Como pré-requisito para valida¢do de
métodos analiticos, os equipamentos e instrumentos foram qualifi-
cados e certificados.

Parametros avaliados

Para a realizagdo da robustez foram avaliadas a propor¢do da
fase mével (acetonitrila:dgua), variagdo de fluxo (0,99 a 1,01 mL
min™) e tipo de agitagdo (sonicagdo e agitador magnético Quimis®).

A preparagdo da curva de linearidade foi realizada a partir de
trés curvas auténticas, nas concentracdes 40, 60, 100, 120 e 160
mg L' de benznidazol. Os resultados foram tratados estatistica-
mente pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se a regres-
sdo linear. A faixa de variag@o testada correspondeu entre 40 a 160%
da concentragdo em teste, que foi o intervalo entre os limites de
quantifica¢@o superior e inferior do método.

A especificidade do método foi testada analisando-se compri-
midos placebo, contendo amido de milho, lactose malha 200,
estearato de magnésio e talco.

A precisdo foi avaliada em dois niveis: precisdo intra-corrida
(repetitividade) e precisdo inter-corridas (precisdo intermedidria).
Para a repetitividade, foram preparadas réplicas de 6 determina-
¢oes a 100% da concentracdo teste. Para a precisdo intermedidria,
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foram testadas réplicas da concentracdo teste em dias diferentes e
com analistas diferentes.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo (LD e LQ, respecti-
vamente) foram calculados pela divisdo do desvio padrido dos coe-
ficientes lineares das trés curvas de calibracdo do ensaio de
linearidade pela média dos coeficientes angulares destas respecti-
vas curvas, multiplicados por 3,0 e 10,0, respectivamente.

A exatiddo foi definida preparando-se as andlises, consideran-
do que o método € exato quando se analisa a proximidade dos re-
sultados obtidos em relagdo ao valor verdadeiro, com a utilizagdo
do padrdo de trabalho como referéncia. Comprimidos de
benznidazol foram manipulados para obtencdo das concentracdes
a 50, 100 e 150%. Em seguida, os resultados foram tratados utili-
zando-se o teste t Student, realizando-se uma comparagdo entre
uma média e um valor padrdo, com desvio padrdo conhecido.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento do método analitico

Apés avaliagdo dos resultados preliminares, onde se conside-
rou a resoluc@o do pico e o tempo de retengao, a fase movel selecio-
nada seria composta por acetonitrila:dgua na propor¢ao de 50:50,
com fase estaciondria, coluna C18, Lichrospher, 12,5 cm x 4,0 mm
di; particula 5 pm, justificando uma melhor resolucéo devido ter a
silica modificada com o grupamento octadecil, visto que o com-
posto hidrofébico se apresenta com tendéncia a ficar mais retido.
Além disso, o0 menor comprimento e tamanho de particula sio re-
sultados do desenvolvimento tecnoldgico das colunas que visam o
melhor desempenho cromatografico®.

As amostras foram preparadas com a primeira diluicdo em
acetonitrila, o que se justifica pela hidrofobicidade do ativo e a
segunda diluicdo em fase mdvel, op¢ao testada visando a reducdo
de custo para a andlise. O cromatograma obtido registrou o pico
desta andlise simétrico, que se apresenta com tempo de retencio
curto, excelente para rotina industrial, agilizando a liberacido do
produto, principalmente durante o processo de fabricacdo, como
demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma do farmaco no método analitico desenvolvido -
pardmetro precisdo

Ap6s testar diferentes temperaturas para o forno (25 a 80 °C)
foi verificado que, para este método, a temperatura ndo influen-
ciou na resolugdo do pico. O fluxo e o volume de inje¢do foram
fixados durante o estudo, considerando-se que se pratica com fre-
qiiéncia a vazao de 1 mL min' e o volume de inje¢do de 20 pL.
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Obteve-se como resultado o nimero de pratos tedricos de
2659,93, fator de cauda de 1,22 e fator de capacidade 4,10 confor-
me Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da conformidade do sistema

Parametros Resultados
Pratos tedricos 2659,93
Fator de cauda < 2 1,22
Fator de capacidade 4,10

Validacido do método analitico

Os resultados obtidos pelas variacdes deliberadas aplicadas ao
método desenvolvido demonstraram que o mesmo se apresentou
robusto para variacdes de proporcdes de fase movel e diferentes
tipos de agitacdo. Porém para as variacdes de fluxo, no intervalo
proposto (0,99 a 1,01 mL), verificou-se que ha diferenca
estatiscamente significativa para o intervalo de 95%. Os resultados
estdo descritos nas Tabelas 2, 3 e 4. Sendo assim, orienta-se para a
utiliza¢@o deste método o uso do fluxo de 1,0 mL/min.

Por andlise de variancia one-way, o valor de F calculado para a
variacdo da propor¢do da fase mével foi de 1,040, sendo inferior

Tabela 2. Robustez com relagdo a propor¢do da fase
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ao F tabelado (3,885), ja para o fluxo foi de 5,208, sendo superior
ao valor tabelado. Para a variagdo do tipo de agitagdo, utilizou-se o
tratamento por teste t Student, obtendo-se como valor de ¢ calcula-
do (2,287) sendo inferior ao ¢ tabelado (2,306), comprovando que
ndo houve diferencas estatisticamente significativas, com 95% de
confianga.

O método também se mostrou linear, para a faixa de variagio
entre 40 a 160%, conforme a equagdo da reta, onde y = 39025,5x +
57455,86, sendo que 99,85% dos valores sdo explicados pela
linearidade e que 0,25% sdo residuos; no entanto, seguindo a and-
lise de varidncia, tem-se que o R* mdximo explicdvel é de 0,99969.
Houve uma regressio estatisticamente significativa e sem falta de
ajuste, proporcionando uma curva linear, apresentada na Tabela 5.
Ainda como resultado da avaliac@io da linearidade do método, cal-
culou-se 0 LQ 1,4960 mg L' e o LD 0,9874 mg L.

Para o ensaio da precisdo, na repetitividade de seis réplicas
auténticas na concentra¢do de 100%, encontrou-se como resultado
a média de 101,91 mg L' e desvio padréo relativo de 0,46%, aten-
dendo a resolugdo vigente. Outro ensaio de precisdo, a intermedid-
ria, foi testada entre dias e analistas diferentes, tendo como resul-
tado do tratamento estatistico por t Student que o método foi preci-
so entre dias e analistas com 95% de confianca, conforme resulta-
dos apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Proporcao de dgua ultra pura : Concentrac@o (mg L) Média CV%

acetonitrila 1 2 3 4 5

48:52 105,01 104,78 104,03 103,34 105,85 104,60 0,92

50:50 104,52 103,27 103,28 104,31 102,57 103,59 0,78

52:48 106,25 104,99 104,17 103,45 106,23 105,02 1,18

Tabela 3. Robustez com relagdo a variagdo do fluxo

Fluxo (mL min™) Concentrac¢do (mg L) Média CV%
1 2 3 4 5

0,99 103,85 102,79 101,15 102,24 102,54 102,51 0,95

1,00 101,33 100,65 99,22 99,93 100,19 100,26 0,79

1,01 103,69 102,72 100,52 101,13 101,03 101,82 1,31

Tabela 4. Robustez com relagdo a variagdo do tipo de agitacdo

Tipo de agitacao Concentra¢do (mg L) Meédia CV%
1 2 3 4 5

Sonicagdo 102,14 100,66 101,62 101,17 101,54 101,43 0,54

Agitacdo magnética 100,14 99,90 100,88 101,17 101,01 100,62 0,56

Tabela 5. Resultados do tratamento estatistico por andlise de variancia para a regressao linear

Fonte SQ GL MQ F F-critico

Modelo 4,1669E+13 1 4,1669E+13 8655,87 4,6672

Residual 62581467768 13 4813959059 Regressdo estatisticamente significativa

Falta de ajuste 13037095374 3 4345698458 0,87713 3,7083

Erro puro 49544372395 10 4954437239 Nao ha falta de ajuste, proporcionando uma curva linear

Total 4,17316E+13 14 2,98083E+12

Tabela 6. Resultados da precisdo intermedidria — 1° dia

Analistas Concentra¢do (mg L) Média CV (%)
1 2 3 4 5

I 101,51 101,57 101,74 101,94 101,90 101,73 0,19

11 102,48 102,36 102,04 101,36 101,36 101,92 0,53
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Tabela 7. Resultados da precisdo intermedidria — 2° dia

Quim. Nova

Analistas Concentracdo (mg L) Média CV (%)
1 2 4 5

1 102,04 102,11 102,55 101,10 101,93, 101,95 0,52

11 99,44 100,53 101,95 102,57 101,08 101,11 1,21

Em seguida, como resultado do teste para comprovacgdo da
especificidade tem-se um cromatograma para o placebo sem detecgio
no tempo de retencdo correspondente ao pico cromatogrifico do
benznidazol (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma de andlise do placebo - pardmetro especificidade

Por fim, o método se mostrou além de especifico e exato, visto
que, apds tratamento estatistico por teste t Student entre compara-
¢do de médias, obteve-se para as concentragdes 50, 100 e 150%
que os t calculados (0,6846; 2,27 e 1,566, respectivamente) foram
inferiores ao t tabelado (2,776), com 95% de confianca.

CONCLUSAO

A partir do trabalho realizado tem-se que, pelos resultados apre-
sentados, o método desenvolvido apresenta-se validado conforme
a RE n° 899 da ANVISA, estando disponivel como método especi-
fico, preciso, exato e robusto para acompanhamento do estudo de
estabilidade nos moldes acelerado e de longa duragdo dos compri-

midos de benznidazol 100 mg, desenvolvidos pelo LAFEPE® em
parceria com a Roche®. Este medicamento € hoje considerado a
Unica alternativa mundial para o tratamento de pacientes cronicos
com doenca de Chagas.
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