. Revista Ibero-Americana de Humanidades, Ciéncias e Educacio — REASE

doi.org/10.51891/rease.v12i7.28236

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODO DE DISSOLUGCAO PARA
COMPRIMIDOS DE BENZNIDAZOL BASEADO EM PLANEJAMENTO FATORIAL

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A DISSOLUTION METHOD FOR
BENZNIDAZOLE TABLETS BASED ON FACTORIAL DESIGN

Flavia Patricia Morais de Medeiros!
Talita Atanazio Rosa?

Maria Joanellys dos Santos Lima3
Larissa Araujo Rolim*
Rosali Maria Ferreira da Silva’
Pedro José Rolim Neto®

RESUMO: A dissolugio é a etapa limitante da biodisponibilidade para firmacos pertencentes
a Classe II do Sistema de Classificagio Biofarmacéutica. Diante disso, o presente trabalho
objetivou estabelecer as condi¢des 6timas para a realizacdo do teste de dissolucdo do benznidazol
(BNZ), firmaco essencial no tratamento da doenga de Chagas. Inicialmente, determinou-se a
solubilidade do BNZ em 4gua, suco gastrico simulado (SGS), HCl 0,1 M e em meios acrescidos
de tensoativos (lauril sulfato de sédio - LSS e Tween 80) nas concentragdes de 0,5%, 0,75% e
1%. Visando otimizar as condi¢bes do teste de dissolu¢io no meio que promoveu maior
solubilizacdo (SGS com LSS), aplicou-se um planejamento fatorial variando a concentragio de
LSS (0,75% e 19%), o volume do meio (500 mL e 1000 mL) e a velocidade de rotagio das pés (75
rpm e 100 rpm). As condi¢des que apresentaram perfil mais favorivel consistiram no uso de
1000 mL de SGS acrescido de LSS 100 sob rotacio de 75 rpm. O método analitico por
espectrofotometria UV-Vis e o método de dissolucio foram adequadamente validados,
demonstrando linearidade, precisdo, exatiddo, seletividade e robustez, confirmando sua
aplicabilidade segura na rotina de controle de qualidade de comprimidos de BNZ.

Palavras-chaves: Benznidazol. Teste de dissolucdo. Planejamento fatorial. Validagio de
método. Controle de qualidade. Doenca de Chagas.
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ABSTRACT: Dissolution is the rate-limiting step for the bioavailability of drugs belonging to
Class II of the Biopharmaceutical Classification System. Given this, the present study aimed
to establish the optimal conditions for performing the dissolution test of benznidazole (BNZ),
an essential drug in the treatment of Chagas disease. Initially, the solubility of BNZ was
determined in water, simulated gastric fluid (SGF), o.1 M HC], and in media supplemented
with surfactants (sodium lauryl sulfate - SLS and Tween 80) at concentrations of 0.5%, 0.75%,
and 1%. To optimize the dissolution test conditions in the medium that promoted the highest
solubilization (SGF with SLS), a factorial design was applied, varying the SLS concentration
(0.75% and 196), media volume (500 mL and 1000 mL), and paddle rotation speed (75 rpm and
100 rpm). The conditions that presented the most favorable profile consisted of using 1000 mL
of SGF supplemented with 1% SLS at a rotation speed of 75 rpm. The UV-Vis
spectrophotometric analytical method and the dissolution method were properly validated,
demonstrating linearity, precision, accuracy, selectivity, and robustness, confirming their safe
applicability in the routine quality control of BNZ tablets.

Keywords: Benznidazole. Dissolution test. Factorial design. Method validation. Quality
control. Chagas disease.

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma enfermidade negligenciada causada pelo protozodrio
Trypanosoma cruzi. Apesar de ser historicamente endémica em 21 paises da América Latina, os
intensos fluxos migratérios e a urbanizacio nas dltimas décadas modificaram o perfil
epidemiolégico da doenga, levando a notificacdo de diversos casos em paises ndo endémicos,
como os Estados Unidos, o Canad4 e nagdes europeias. Atualmente, a Organizagio Mundial da
Satde estima que existam entre seis e sete milhdes de pessoas infectadas ao redor do mundo,
com mais de 75 milhdes de individuos sob o risco de infeccio (WHO, 2024). Adicionalmente,
observa-se um aumento expressivo na incidéncia da transmissdo congénita, com mais de 15.000
criangas nascendo infectadas anualmente, o que posiciona essa via como a principal responsével
pelo surgimento de novos casos agudos (Magi et al., 2024,).

O tratamento de escolha na terapéutica farmacoldgica baseia-se no uso do benznidazool
(BNZ), um antiparasitdrio que apresenta taxas de cura de até 80% em fases agudas.
Comercialmente, o BNZ é disponibilizado na América Latina na forma de comprimidos
convencionais de 50 mg e 100 mg, produzidos majoritariamente pelo Laboratério Farmacéutico
do Estado de Pernambuco (LAFEPE) no Brasil e pelo Laboratério Elea na Argentina (Magi et
al., 2024; Soares-Sobrinho et al., 2010). Contudo, a concentracdo exclusiva dessas dosagens
comerciais impde severos desafios a pediatria, forcando a realizacdo de preparacdes

extemporineas artesanais por meio do fracionamento ou da ressuspensio de comprimidos de
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adultos, préticas que geram perfis de dissolugio erriticos e uma perigosa variabilidade de teor
que compromete a seguranga e a eficicia do tratamento (Medeiros et al., 2026).

Somado a isso, o firmaco apresenta como grande limitagio terapéutica a sua baixa
hidrossolubilidade. Por ser classificado como Classe II no Sistema de Classificacio
Biofarmacéutica (SCB), o BNZ possui alta permeabilidade, mas sua biodisponibilidade oral ¢
estritamente limitada pela taxa de dissolucdo. Clinicamente, essa baixa solubilidade resulta em
absorcdo inconstante, exigindo altas doses e esquemas terapéuticos prolongados (60 a go dias),
fatores diretamente associados a eventos de toxicidade e i consequente baixa adesio dos
pacientes ao tratamento (Magi et al., 2024).

De acordo com o modelo matemético de dissolu¢do de Noyes-Whitney, a determinagio
da taxa de dissolucio in vivo pode ser influenciada por fatores intrinsecos ao firmaco, tais como
difusdo, 4rea superficial, forma cristalina, molhabilidade do pé e solubilidade aquosa nos fluidos
gastrointestinais. Adicionalmente, devem ser considerados os fatores fisiolégicos, como a
hidrodinimica, o pH do meio e a composi¢io dos fluidos do trato gastrointestinal, com especial
destaque para os tensoativos nativos que auxiliam na solubilizagio de substincias pouco
hidrossoltveis (Horter; Dressman, 2001; Jambhekar; Breen, 2013).

Com o intuito de nortear o comportamento in vivo do ativo e, consequentemente, prever
o desempenho e a conformidade regulatéria da forma farmacéutica desenvolvida, realiza-se a
determinagio da solubilidade em diferentes meios. Essa etapa busca compreender a relagdo
entre as propriedades fisico-quimicas do ativo e os parimetros fisiolégicos relevantes
mimetizados nas condi¢des do teste de dissolucdo (Sunesen et al., 2005). Para tanto, o presente
trabalho aplicou um planejamento fatorial para avaliar os fatores criticos que influenciam na
determinagio do percentual dissolvido de BNZ a partir de comprimidos de 100 mg, visando

robustecer os parimetros de controle de qualidade dessa forma farmacéutica essencial.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 REAGENTES E AMOSTRAS

Como matéria-prima, utilizou-se o benznidazol (BNZ, lote: 15772) e, como produto
acabado, comprimidos de BNZ 100 mg (lote: 08041722), ambos fornecidos pelo Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE®, Brasil). Os reagentes utilizados foram de

grau analitico: 4cido cloridrico (HCI) e cloreto de sédio (NaCl) (Vetec®); etanol P.A. (Carlo
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Erba® e FMaia®); lauril sulfato de sédio (LSS) (Vetec® e Nuclear®); e polissorbato 8o (Tween

80®, Vetec®).

2.2 ESTUDO DE SOLUBILIDADE EM CONDIGAO SINK

O perfil de solubilidade do BNZ foi avaliado em diferentes meios de dissolucdo: 4gua
purificada (pH 5,94); suco géstrico simulado (SGS) Roche® (pH 1,35, preparado com 66 mL de
HCI concentrado e 20 g de NaCl para 10 L de 4gua purificada); HCl o,1 M (pH 1,29); SGS
acrescido de LSS nas concentragdes de 0,5%, 0,75% e 1,000 p/v (pH 1,415 1,32 e 1,33,
respectivamente); solugdes aquosas de LSS a o,5%, 0,75% e 1,000 p/v (pH 8,13; 8,08 e 8,75,
respectivamente); e solugdo aquosa de Tween 80® 0,5% v/v.

As amostras (n = 3) foram preparadas na concentragdo de 0,5 mg/mL em reservatérios
de 5,5 mL e submetidas a agitagdo térmica a 37 °C por 24 horas (Sistema de Agitagio Fisatom®).
Posteriormente, as aliquotas foram filtradas em membrana de PVDF de 0,22 yum (Millex
Millipore®), diluidas em baldes volumétricos e quantificadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Utilizou-se um sistema Merck® Elite LaChrom, equipado com bomba
L-2130, amostrador automatico L-2200, forno de coluna L-2300 e detector por arranjo de diodos
(DAD) L-2455, operando conforme método validado por Silva et al. (2007). Para os meios em
que o BNZ obteve percentual dissolvido superior a 9ooe (SGS + 0,75% LSS; LSS o0,75%; SGS +
19% LSS; LSS 19), além dos meios controle (4gua purificada e SGS), o ensaio foi replicado

utilizando a concentragio de 1,0 mg/mL.
2.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO DE DISSOLUCAO
2.31  Delineamento Experimental (Planejamento Fatorial)

Os comprimidos de BNZ (100 mg) foram pesados individualmente em balanca analitica
(Shimadzu® AW 220). Os ensaios de dissolu¢io foram conduzidos em um dissolutor
Varian®/Vankel® 7010 acoplado ao amostrador automiatico VK 8000, utilizando o aparato 2
(pd).

Para avaliar o impacto das varidveis operacionais sobre a eficiéncia de dissolucdo,
aplicou-se um planejamento fatorial 23 (n = 4, totalizando 8 ensaios executados de forma

aleatéria). Os fatores independentes e seus respectivos niveis estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Matriz do planejamento fatorial 23 para otimizacdo do teste de dissolucdo de benznidazol.

Fatores Nivel (-) Nivel (+)

Meio (1) LSS o0,75% + SGS LSS 1,000 + SGS
Rotacio (2) 75 rpm 100 rpm
Volume (3) soo mL 1000 mL

Aliquotas de 7 mL foram coletadas nos intervalos de 7, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos, sem
reposicdo de meio. O conteddo dissolvido foi quantificado por espectrofotometria de absorcdo
no ultravioleta-visivel (UV-Vis) em equipamento Cary 50 Probe UV-VIS Varian®. A anilise

estatistica dos efeitos e as intera¢des foram realizadas no software Statistica® versio 6.1.

2.3.2  Validagio do Método de Dissolugio

O teor dissolvido de BNZ foi quantificado através de método por espectrofotometria
no UV-Vis em equipamento Cary 5o Probe da Varian®, no comprimento de onda de 324 nm.
O método analitico foi validado em conformidade com as diretrizes da Resolugio da Diretoria
Colegiada - RDC n? 166, de 24 de julho de 2017 (ANVISA). O teste de dissolugio é classificado
pela legislacdo vigente como um ensaio de desempenho (Categoria 4), o qual requer
compulsoriamente a avaliagdo do pardmetro de precisdo (repetibilidade). Adicionalmente, por
se tratar de uma metodologia integrada que realiza a quantificacdo do ativo, todos os
paridmetros analiticos aplicdveis a ensaios de teor (Categoria 1) foram avaliados como critérios
complementares de confiabilidade.

A linearidade foi analisada a partir de trés solu¢des-mie auténticas e independentes.
Estas foram preparadas transferindo 20 mg de BNZ para balio volumétrico de 100 mL,
utilizando etanol PA, seguido de sonica¢io por 15 minutos. Cada solu¢io-mie originou uma
curva de linearidade, com a segunda diluigio aferida no meio de dissolugio selecionado (Suco
Gastrico Simulado - SGS + LSS 19%). Foram obtidas as concentracdes de 2, 4, 8, 12, 16 e 20
ug/mlL, e as trés curvas foram tratadas estatisticamente por Anéalise de Varidncia (ANOVA)
para verificacdo da linearidade e ajuste pelo método dos minimos quadrados.

Para a precisdo, avaliaram-se a repetibilidade (precisdo intracorrida) e a precisdo
intermediaria (precisio intercorridas). A precisio intermedi4ria foi realizada por analistas

diferentes em dias distintos, preparando solucdes em sextuplicata (n = 6) para obter o ponto
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médio da curva (12 ug/mL). O tratamento estatistico para comparagio das médias e varidncias
foi realizado pelos testes t de Student e teste F, respectivamente.

A exatidio foi avaliada em sextuplicata (n = 6) considerando trés niveis de concentragio
cobrindo a faixa de trabalho: 8, 12 e 16 ug/mL. Determinou-se a capacidade de recuperacido do
método, adotando-se o intervalo de aceitagdo de 9o a 110%. A seletividade foi documentada
através do teste de dissolug¢io de 8 comprimidos placebo de BNZ, monitorados sob as mesmas
condic¢des experimentais durante 120 minutos.

A robustez do ensaio foi realizada em duas vertentes: para o meio de dissolucio, avaliou-
se em quadruplicata a variagdo de lotes do fabricante de LSS (Vetec®). Para o método de
quantificagdo, a robustez foi avaliada em sextuplicata (n = 6) na concentragio final de 12 ug/mL,
modificando-se deliberadamente dois parimetros: o fabricante do etanol PA (Carlo Erba e
FMaia) e o tempo de sonicagio no ultrassom (10, 15 e 20 minutos), utilizando teste t de Student

e ANOVA, respectivamente.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DE SOLUBILIDADE EM CONDIGAO SINK

O termo condigio sink descreve o cenirio cinético no qual o volume do meio de
dissolugdo é suficiente para impedir que a concentragio do firmaco ji dissolvido atinja a
saturagdo, mimetizando o gradiente de concentragio observado in vivo devido & absorcio
continua através do trato gastrintestinal. Matematicamente, recomenda-se que o volume do
meio seja de trés a cinco vezes superior ao volume necessério para obter uma solugio saturada
do ativo. Todavia, para firmacos de baixa hidrossolubilidade, a manutencdo estrita dessas
condi¢des em ensaios in vitro representa um desafio técnico complexo (Aiache et al., 1997; USP,
2024).

No ensaio preliminar de solubilidade (concentragdo nominal de 0,5 mg/mL de BNZ), a
fracdo dissolvida em 4gua purificada, SGS e HCI o,1 M estagnou em aproximadamente 65%
(aproximadamente 0,325 mg/mL), confirmando o cariter hidrofébico do firmaco. Em
contrapartida, a adigdo dos tensoativos lauril sulfato de sédio (LSS, anidnico) e polissorbato 8o
(Tween 80®, ndo idnico) a 0,5% promoveu incrementos na solubilidade para cerca de 850 (0,425

mg/mL) e 75% (0,375 mg/mL), respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Solubilidade do BNZ a 0,5 mg/mL (SGS; LSS; HC).
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Esse aumento decorre da reducio da tensio interfacial e do favorecimento da
molhabilidade das particulas do pé pelo meio aquoso. O desempenho inferior do polissorbato
80 em relacdo ao LSS, mesmo em concentragdes equivalentes, correlaciona-se com a dinimica
de difusio das micelas formadas. A taxa de dissolucdo global é controlada tanto pela
solubilizacdo quanto pela taxa de difusdo das espécies livres e complexadas (complexo micela-
firmaco). Como o polissorbato 8o possui peso molecular e nimero de agregacio micelar
significativamente superiores aos do LSS, o coeficiente de difusio do complexo micela-BNZ ¢
reduzido, limitando o transporte de massa e retardando a cinética de dissolugio (Soni et al.,
2008).

Visando maximizar a solubilizacdo, o LSS foi associado ao SGS em concentragdes
crescentes (0,5%; 0,75% e 1,0%). Observou-se uma relagio diretamente proporcional entre o teor
de tensoativo e o incremento da solubilidade, comportamento condizente com a literatura para
outros firmacos de baixa solubilidade (Baptista; Volpato, 2007; Martin, 2011). Enquanto a
associagdo de LSS a 0,50 manteve o perfil préximo a 809 de dissolucio, os meios contendo LSS
a2 0,75% e 1,0% (isolados ou combinados ao SGS) ultrapassaram o limiar de 9o (0,450 mg/mL).

Para desafiar o sistema em condi¢Ses de saturacgdo, realizou-se um segundo ensaio
duplicando-se a carga de fAirmaco (1,0 mg/mL), o que representa dez vezes a concentragio final

preconizada para o teste de dissolucdo do produto acabado (comprimidos de BNZ 100 mg). Os
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ensaios focaram nos meios com solubilizacdo prévia superior a 9o, além dos controles (dgua e
SGS) (Figura 2).
Figura 2. Solubilidade do BNZ a 1,0 mg/mL (SGS; LSS).
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Os resultados revelaram perfis de solubilidade equivalentes para o LSS isolado ou
associado ao SGS, demonstrando, contudo, que a concentracio do tensoativo é o fator
determinante na saturagdo. Sob carga de 1,0 mg/mlL, o sistema atingiu o platd de saturagio,
alcangando um méximo de 60% de dissolucdo (aproximadamente 0,6 mg/mL) para o meio com
LSS 1,000 e de aproximadamente 45% (aproximadamente 0,45 mg/mL) para o LSS o,759%,

independentemente do pH.

3.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE DISSOLUGAO

A partir dos dados de solubilidade, procedeu-se ao desenvolvimento do método de
dissolu¢do para os comprimidos de BNZ 100 mg. Optou-se pela manutenc¢io do SGS na
composi¢io do meio para mimetizar o ambiente gistrico, associado ao LSS para garantir
capacidade solubilizante e reprodutibilidade cinética. Os resultados analiticos do planejamento
experimental inicial estdo consolidados na Tabela 2.

Tabela 2. Perfis cinéticos de dissolucdo (%) de comprimidos de benznidazol 100 mg obtidos no screening inicial sob
diferentes condi¢des operacionais (n = 4).

- Meio de Volume Tempos de coleta (min)
Rotagido . =
dissolugio (mL) 7 15 30 60 90 120
LSS 196 + SGS 500 40,28 56,04 7104 8372 88,48 90,76
1000 4533 64,68 80,57 9237 96,95 98,08
100 rpm
500 40,33 57,35 73,80 8529 91,42 89,63
LSS o,75% + SGS
1000 38,6 57,31 73,71 87,29 91,40 93,83
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LSS 196 + SGS 500 40,74 57,01 7412 87,35 96,13 99,96

75 rpm 1000 42,53 61,48 77,46 89,23 93,71 96,31
LSS 0,750 + SGS 500 36,49 53,18 71,33 84,26 91,23 94,56

1000 39,54 56,58 73,89 84,84 90,62 93,63

LSS 19 + SGS 500 15,23 24,69 33,56 46,19 53,60 56,51

S0 rpm 1000 19,36 34,59 51,75 70,42 78,18 81,88
LSS 0,759 + SGS 500 13,51 23,44 32,72 4511 50,30 56,39

1000 21,31 35,56 49,16 63,42 72,33 78,15

Sob agitagdo de 50 rpm, independentemente do volume (500 ou 1000 mL) e do teor de
tensoativo, os perfis de dissolucio revelaram-se insatisfatérios, nio atingindo o patamar
minimo de 85% de liberacdo nos tempos avaliados, o que inviabiliza o emprego dessa rotagio
devido ao efeito de segregacdo ou conificagio (coning) no fundo do vaso. Em contrapartida,
avaliagdes em meio tamponado com fosfato (pH 6,8; 1000 mL; 75 rpm) resultaram em liberagdes
de 72,57% aos 60 min e 85,10% aos 120 min. Esse perfil foi cerca de 100% inferior aos obtidos em
meios 4cidos (SGS), evidenciando que o benznidazol, por se comportar como uma base
extremamente fraca com pKa préximo a 0,2, apresenta sua estrutura predominantemente na
forma molecular n3o ionizada em ampla faixa de pH (Diniz et al., 2023), de modo que a maior
eficiéncia dissolutiva observada em SGS pode estar relacionada 4 melhora da molhabilidade e
interacBes cinéticas do firmaco com os componentes estruturais desse meio simulado em
relagio ao meio tamponado neutro.

Como o benznidazol classifica-se como um firmaco de Classe II no Sistema de
Classificagio Biofarmacéutica (alta permeabilidade e baixa solubilidade), a etapa de dissolucdo
atua como o passo limitante para a sua absorc¢do sistémica, tornando o ensaio in vitro uma
ferramenta preditiva critica (Galia et al., 1998; Guhman et al., 2013). Para otimizar as condigdes
operacionais de forma robusta, aplicou-se o planejamento fatorial 23, cujas respostas estio
discriminadas nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial experimental 23 com os coeficientes de contraste e respostas de
dissolugio no tempo de 60 minutos.

1. Meio Vol. Int. Int. Int. Int. *Média
Bos. Media ) Rr@ 6 @ @ @ G
1 + - - - + + + - 84,26
2 + - + - - + - + 85,29
3 + + - - - - + + 87,34
4 + + + - + - - - 83,72
5 + - - + + - - + 84,84
6 + - + + - - + - 87,29
7 + + - + - + - - 89,23
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8 + + + + + + + + 92,37
* A dltima coluna apresenta os valores médios do percentual dissolvido aos 60 minutos, obtidos
experimentalmente e extraidos da Tabela 2 para as rotagées de 75 e 100 rpm. Ens. = Ensaio; Rot. = Rotagdo; Vol. =

Volume; Int. = Interacdo.

Tabela 4. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 23 nos tempos de amostragem de 60 e 120 minutos.

Variaveis e Interacdes

Tempo: 60 minutos? Tempo: 120 minutos®
Efeitos Principais
Média 86,79 94,43
(1) Meio 2,74 4,13
(2) Rotacio 0,75 -2,27
(3) Volume 3,27 1,42
InteracSes de Dois Fatores
12 -0,99 ~0,99
13 1,09 0,86
23 2,05 4,79
Interagdo de Trés Fatores
123 1,33 LI5S

20 erro padrio ¢ 0,64 para cada efeito com 24 graus de liberdade ($p < 0,053).
QO erro padrio é 1,43 para cada efeito com 24 graus de liberdade ($p < 0,053).

Conforme a anilise estatistica dos efeitos obtida para o tempo de 60 minutos (Tabela 4),
os fatores principais meio (efeito de 2,74) e volume (efeito de 3,27) exerceram impactos positivos
e significativos na resposta de dissolucio, indicando que a transi¢io para o nivel superior (LSS
1,0% e volume de 1000 mL) otimiza o processo de transferéncia de massa. A variével isolada
rotacdo nio se mostrou estatisticamente significativa no tempo de 60 minutos (0,75). No
entanto, observou-se uma forte interacdo positiva entre a rotagio e o volume (efeito 23 de 2,05)
e uma interagdo sinérgica de terceira ordem entre todos os fatores avaliados (efeito 123 de 1,33).
No intervalo de 120 minutos, o fator principal meio permaneceu como o tnico termo isolado
significativo (4,13). No tocante s interacdes, a associagdo entre rotacdo e volume (efeito 23 de
4,79) manteve-se significativa.

Considerando que a discriminagio dos perfis cinéticos e a influéncia das varidveis
hidrodinimicas e quimicas foram mais evidentes no intervalo de 6o minutos, este tempo foi

eleito como referencial para a triagem. Assim, visando garantir a condi¢io sink sem induzir
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artefatos por agitacdo excessiva (visto que a rotagdo isolada nio foi significativa), fixaram-se as
seguintes condi¢des operacionais para a validagio do método: meio SGS + LSS 1,09, volume de

1000 mL e agitagdo por pas a 75 rpm.

3.3 VALIDACAO DO METODO DE DISSOLUCAO

Os resultados do ensaio de seletividade demonstraram uma leitura constante e basal de
aproximadamente 1 ug/mL em todos os tempos analiticos amostrados para o placebo. Este valor
é analiticamente insignificante frente ao teor total do firmaco, confirmando que os excipientes
da formulagido nio interferem na quantificagio do ativo no comprimento de onda de escolha.

Na robustez do meio de dissolugio, avaliaram-se diferentes lotes de LSS do fabricante
Vetec (L 0806072 e L 0902322). O t calculado para os tempos de 60 e 120 minutos (tcalc = 0,6788 e
1,3798, respectivamente) foi menor que o t tabelado (tub = 2,7764 € 3,1824). Portanto, com 959 de
confianga, nio ha diferenca estatisticamente significativa entre os lotes.

Diferenga estatistica significativa foi observada na comparacio entre os fornecedores de
LSS (Vetec e Nuclear) (tealc > teab, p < 0,05). No entanto, sob a ética do controle de qualidade e
conformidade regulatéria, os produtos foram considerados adequados por cumprirem as
especificacdes do perfil de dissolugio previamente determinadas. Recomenda-se, contudo, que

a troca de fornecedor do tensoativo seja sempre formalmente qualificada.

3.4 VALIDACAO DO METODO PARA QUANTIFICACAO
3.4.1  Linearidade

O resultado médio dos pontos das trés curvas de linearidade foi tratado pelo método dos
minimos quadrados, obtendo-se a equagdo da reta y = 0,030961 (+0,000851)x - 0,00973 (+
0,010329).

A aniélise de regressio linear demonstrou um coeficiente de determinagio (R2) de
0,99732, que corresponde a um coeficiente de correlacio (r) de 0,9986, atendendo ao critério
regulatério minimo da RDC 166/2017 (r > 0,990). Os graficos da curva de calibragio e da

distribui¢do dos residuos estio apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Grificos referentes a regressio linear e distribui¢do dos residuos da curva de linearidade do benzonidazol.
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Isso significa que 99,73% da variacdo total em torno da média é explicada pela regressio,
restando apenas 0,27% de variagdo residual. Os limites de quantificagdo (LQ) e detecgio (LD),
calculados com base nos parimetros estatisticos da reta conforme as equagdes normativas,

resultaram em 0,1426 ug/mL e 0,0941 ug/mL, respectivamente.

3.4.2 Precisdo

Os resultados de precisdo intermediaria apresentaram Desvio Padrdo Relativo (DPR ou
CV) estritamente inferior a 50 para ambos os analistas em dias diferentes (Tabela 5),

cumprindo as exigéncias para métodos espectrofotométricos.
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Tabela s. Resultados da precisio intermediaria realizada por analistas diferentes em diferentes dias.

Amostra Analista 1 / 12 dia Conc. (ug/mL) Analista 2 / 22 dia Conc. (ug/mL)
1 12,08 11,93
2 11,87 11,94
3 11,87 12,04
4 11,83 12,32
5 11,91 12,06
6 11,90 12,64
Média 11,91 12,16
DPR (o) 0,75 2,26

Como o t calculado (2,07) foi menor que o t tabelado (2,23) com 95% de confianga, e as variincias
mostraram-se equivalentes pelo teste F, confirma-se a precisio e a robustez intercorridas do

método.

3.4.3 Exatiddo

Os resultados experimentais de recuperacdo laboratorial estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados da exatiddo e recuperacdo do método. 13
Amostra 8 ug/mL 12 pg/mL 16 ug/mL
X 7,83 11,57 14,43
2 7,67 11,23 14,67
3 7,75 10,82 14,75
4 7,84 10,93 14,33
5 7,82 11,04 14,64
6 7,81 10,83 14,52
Média 7,79 11,07 14,56
DPR (o) 0,86 2,60 1,10

Os valores médios obtidos situaram-se estritamente dentro do intervalo de aceitacio de
90 a 110% (faixa recomendada pela legislagdo para o doseamento do firmaco), comprovando a

exatidio do método analitico.
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3.4.4 Robustez

Os resultados da robustez para a variagio do fornecedor de etanol PA estdo apresentados

na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados da robustez para variacdo de fornecedor de etanol PA.

Amostra Carlo Erba Conc. (ug/mL) FMaia Conc. (ug/mL)
1 13,01 12,34
2 12,34 12,71
3 12,05 12,96
4 12,28 12,75
5 12,23 12,59
6 12,25 13,10
Média 12,36 12,74
DPR (o) 2,66 2,09

O tratamento estatistico por teste t de Student revelou um t calculado (2,20) menor que
o t tabelado (2,22) com 95% de confianga, indicando que o método é robusto frente a pequenas
variagdes operacionais de insumos.

A segunda variagido deliberada testada foi o tempo de sonicacio no banho de ultrassom
(Tabela 8), pardmetro critico por interferir diretamente na eficiéncia de extragio do ativo da

matriz farmacéutica.

Tabela 8. Resultados da robustez para variagdo do tempo de sonicagdo no ultrassom.

Amostra 10 min Conc. (ug/mL) 15 min Conc. (ug/mL) 20 min Conc. (ug/mL)

I 13,01 12,34 12,17
2 12,34 12,71 11,89
3 12,05 12,06 12,44
4 12,28 12,75 13,06
5 12,23 12,59 12,86
6 12,25 13,10 12,62

Média 12,36 12,74 12,51
DPR (o) 2,66 2,09 3,45
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O tratamento por ANOV A (95% de confianca) gerou um F calculado (1,82) menor que
o F tabelado (3,68), demonstrando estabilidade analitica e provando que o método quantitativo

é robusto para os trés tempos avaliados.

4. CONCLUSAO

Considerando a relevincia do ensaio de dissolucdo para firmacos pertencentes a Classe
II do Sistema de Classificagio Biofarmacéutica, o método de dissolugio para comprimidos de
benznidazool (BNZ) foi desenvolvido e adequadamente validado para aplicagdo em rotinas de
controle de qualidade. O método estabelecido, que utiliza como meio o Suco Gistrico Simulado
(SGS) acrescido de LSS 19 em volume de 1000 mL e rotagio das pas a 75 rpm, demonstrou ser
preciso, seletivo e robusto. Adicionalmente, o método espectrofotométrico empregado para a
quantificacio do teor dissolvido de BNZ também foi validado em conformidade com as

exigéncias regulatérias vigentes, provando ser linear, preciso, seletivo, exato e robusto.
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