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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivos validar métodos
por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta
e cromatografia liquida de alta eficiéncia para o
doseamento de metronidazol em solucio injetavel e
aplica-los em estudo de equivaléncia farmacéutica
entre medicamento de referéncia, genérico e similar. Os
métodos propostos para doseamento de metronidazol
em solucio injetavel por espectrofotometria de absorc¢ao
no ultravioleta e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram validados, mostrando especificidade /
seletividade, linearidade e faixa linear, limite de detec¢ao
/quantificaciio, exatidio e precisio adequados para
o uso pretendido. Os medicamentos foram avaliados
quanto aos testes de determinacio de pH, volume médio,
identificacio por espectrofotometria de absorcio no
infravermelho, identificacdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, esterilidade, endotoxinas bacterianas
e doseamento por espectrofotometria de absorc¢io no
ultravioleta e por cromatografialiquida de alta eficiéncia.
Os trés medicamentos atenderam as especificacoes para
os testes avaliados e, portanto, podem ser considerados
apresentando equivaléncia farmacéutica.
Palavras-chave: Metronidazol. Equivaléncia farmacéutica.
Validagdo. Flagyl.

INTRODUCAO

O metronidazol (Figura 1), quimicamente
denominado 1-(B-hidroxietil)-2-metil-5-nitroimidazol, ¢
um antiparasitario e antimicrobiano clinicamente eficaz
na tricomoniase, na amebiase ¢ na giardiase, e também
em uma variedade de infecgdes causadas por bactérias
obrigatoriamente anaerébias (Brunton et al., 2006). E um
farmaco relativamente barato e altamente versatil, sendo
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também empregado em combinagdo com outros agentes
antimicrobianos para tratar infec¢des polimicrobianas com
bactérias aerobias e anaerdbias (Brunton et al., 2006).
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Figura 1: Estrutura quimica do metronidazol.

Dentro da politica nacional de saude esta o programa
de medicamentos genéricos, garantido pelas resolugdes
aprovadas, sendo a mais recente em 16 de margo de
2007 — RDC n°® 16 (Brasil, 2007). A intercambialidade
do medicamento ¢ aceita apds estudos de equivaléncia
farmacéutica (Brasil 2004).

A farmacopéia americana (USP, 2009) apresenta
método para analise de metronizadol em solugdo injetavel
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgao
no ultravioleta. Na monografia da farmacopéia britanica
(British Pharmacopeia, 2008), o método descrito ¢ por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta.

Embora exista monografia para o produto
em compéndios internacionais (USP, 2009; British
Pharmacopeia, 2008), o presente trabalho tem por objetivo
estabelecer métodos para o doseamento de metronizadol
em solucdo injetavel por espectrofotometria de absor¢ao no
ultravioleta e por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com a finalidade de contribuir na elaboragdo de monografia
para metronizadol solug@o injetdvel a ser adotada em
futuras edi¢cdes da Farmacopéia Brasileira. Também ¢
objetivo deste trabalho aplicar o método validado em
estudo de equivaléncia farmacéutica entre medicamento de
referéncia, genérico e similar.
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MATERIAL E METODOS

Amostras e Substincia Quimica de Referéncia

Foram avaliados trés medicamentos de diferentes
laboratérios, sendo um o medicamento de referéncia
(Lote: 800019), um genérico (Lote: 74BG4553) e um
similar (Lote: IB073001), todos contendo 5 mg/ml. Os
medicamentos foram adquiridos no mercado. Foi utilizada
substancia quimica de referéncia de metronizadol (Lote:
1004) fornecida pela Farmacopéia Brasileira.

Validacio do método de doseamento de metronizadol
por espectrofotometria de absorc¢ao no ultravioleta

Foram avaliadas amostras preparadas em condigdes
de estresse (hidrélise acida, hidrélise alcalina, oxidagdo e
aquecimento) para avaliagdo da especificidade / seletividade
(Brasil, 2003; ICH, 1996).

A linearidade e a faixa linear de trabalho foram
determinadas a partir da avaliagdo de trés curvas analiticas
(preparadas em 3 dias consecutivos) obtidas com cinco
concentragoes cada (8, 16, 21, 26 e 31 pg/ml). Os limites
de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir
do estudo de linearidade do método. Considerou-se como
limite minimo de detecgdo a concentragdo capaz de
produzir resposta maior que trés vezes o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das curvas analiticas. Para o limite
de quantificagdo considerou-se a concentragdo capaz de
produzir resposta maior que dez vezes o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das curvas analiticas (Brasil, 2003;
ICH, 1996).

A exatidao foi avaliada pelo método de adigdo de
padrdo, no qual adicionou-se ao medicamento quantidades
conhecidas (aproximadamente 10% da quantidade
declarada) de padrao de referéncia de metronidazol. A
precisdao foi avalia em condicdes de repetibilidade e de
reprodutibilidade ¢ expressa como o desvio padrdo relativo
(Brasil, 2003; ICH, 1996).

Validacio do método de doseamento de metronizadol
por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Foram avaliadas amostras preparadas em condi¢des
de estresse (hidrélise acida, hidrélise alcalina, oxidagdo e
aquecimento) para avaliacdo da especificidade / seletividade
(Brasil, 2003; ICH, 1996).

A linearidade e a faixa linear de trabalho foram
determinadas a partir da avaliagdo de trés curvas analiticas
(preparadas em 3 dias consecutivos) obtidas com cinco
concentragdes cada (100, 150, 210, 260 ¢ 310 pg/ml). Os
limites de deteccdo e quantificagdo foram determinados a
partir do estudo de linearidade do método. Considerou-se
como limite minimo de deteccdo a concentragdo capaz de
produzir resposta maior que trés vezes o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das curvas analiticas. Para o limite
de quantificagdo considerou-se a concentracdo capaz de
produzir resposta maior que dez vezes o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das curvas analiticas (Brasil, 2003;
ICH, 1996).
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A exatiddo foi avaliada pelo método de adicdo de
padrdo, no qual adicionou-se ao medicamento quantidades
conhecidas (aproximadamente 10% da quantidade
declarada) de padrao de referéncia de metronidazol. A
precisao foi avalia em condicdes de repetibilidade e de
reprodutibilidade ¢ expressa como o desvio padrio relativo
(Brasil, 2003; ICH, 1996).

Determinac¢io do pH

O pH das solugdes injetaveis de metronidazol foi
determinado potenciometricamente (pHmetro Micronal
B474), segundo metodologia descrita na farmacopéia
americana (USP, 2009). A especificacao do pH para solucao
injetavel de metronidazol ¢ de 4,5 a 7,0.

Volume Médio

Foram medidos, individualmente, os volumes de 10
frascos de solugdo injetavel de metronidazol e calculou-se o
volume médio. O volume médio deve ser maior que 100%
do volume declarado e nenhuma unidade apresenta volume
menor a 95% do volume declarado, segundo metodologia
descrita na farmacopéia americana (USP, 2009).

Identificacao

A identificacdo do metronidazol presente nos
medicamentos foi realizada por espectrofotometria de
absor¢ao no infravermelho (Mattson Genesis Series
FTIR) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(Thermo Separation Products). O espectro de absor¢ao no
infravermelho da amostra dispersa em brometo de potassio
apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades
relativas daqueles observados no espectro de metronidazol
padrao, preparado de maneira idéntica. O tempo de retengao
do pico principal do cromatograma da solugdo amostra
corresponde aquele do pico principal da solugdo padrao
(Gil, 2007).

Teste de Esterilidade

Foram avaliados 20 frascos de solucdo injetavel de
metronidazol quanto a esterilidade, empregando método
por filtragdo em membrana (indireto), segundo metodologia
descrita na farmacopéia americana (USP, 2009; Pinto et al.,
2003).

Endotoxinas Bacterianas

O limite de endotoxinas bacterianas presente
nas solugdes injetadveis de metronidazol foi avaliado
pelo método in vitro Limulus Amebocyte Lysate (LAL
Endosafe), segundo metodologia descrita na farmacopéia
americana (USP, 2009). A especificagdo para solucdo
injetavel de metronidazol ¢ de, no maximo, 0,35 Unidades
Endotoxicas por miligrama (UE/mg) de metronidazol (USP,
2009; Pinto et al., 2003).
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Doseamento de metronidazol por espectrofotometria de
absorc¢ao no ultravioleta

Transferiu-se  volume da solugdo injetavel
equivalente a 50 mg de metronidazol para baldao volumétrico
de 100 ml e completou-se o volume com acido cloridrico
0,1 M. Dilui-se, sucessivamente, com acido cloridrico 0,1
M até concentragdo de 0,002% (p/V). A solucdo padrao foi
preparada na mesma concentragdo, utilizando o mesmo
solvente. Mediu-se as absorbancias das solugdes padrdo e
amostra em 277 nm (Espectrofotdometro Thermo Evolution
100), utilizando acido cloridrico 0,1 M para ajuste do zero.
Calculou-se a quantidade de metronidazol na solugdo
injetavel a partir das leituras obtidas.

Doseamento de metronidazol por cromatografia liquida
de alta eficiéncia

Utilizou-se cromatografo (Thermo Separation
Products) provido de detector ultravioleta a 320 nm; coluna
de 250 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (3 um a 10 um); fase movel constituida por
mistura fosfato de potassio monobasico a 0,073% (p/V) e
metanol (93:7). Ajustou-se o pH em 4,0 = 0,5 com acido
fosforico 0,1 M e fluxo da fase movel de 2 ml/minuto.

Foi preparada solugdo padrdo estoque na
concentragdo de 1 mg/mL em metanol. Transferiu-se 2 mL
da solucdo padrdo estoque para baldo volumétrico de 10
mL contendo 2 mL de agua e completar o volume com fase
movel.

Transferiu-sevolumedesolucaoinjetavelequivalente
a 25 mg de metronidazol para baldo volumétrico de 25 mL,
e completou-se o volume com agua. Transferiu-se 2 mL da
solugdo obtida para baldo volumétrico de 10 mL contando 2
mL de metanol e completou-se o volume com fase movel.

Foram injetados, separadamente, 20 pL das
solucdes padrdo e amostra, registrados os cromatogramas
e medidas as areas dos picos. Calculou-se a quantidade de
metronidazol na solugdo injetavel a partir das respostas
obtidas. O fator de cauda nao ¢ maior que 2,0. O desvio
padrao relativo das areas de replicatas dos picos registrados
ndo ¢ maior que 2,0%.

RESULTADOS

O método de doseamento por espectrofotometria
de absorcdo no ultravioleta demonstrou-se especifico /
seletivo para a quantificagdo do metronidazol em solugdo
injetavel. Apresentou linearidade adequada na faixa de
concentragdo entre 8 ¢ 31 pg/ml, com equagdo da reta Y =
0,0039 + 39,7505X e r> = 0,9888 (Figura 2). Os valores de
limite de detecgdo e limite de quantificagdo obtidos foram
de 0,4 pg/ml e 1 pg/ml, respectivamente. A recuperacao
obtida foi de 98,6% em relagdo a quantidade adicionada. A
precisdo em condigdes de repetibilidade foi de 0,5% e de
reprodutibilidade foi de 1,0%.

O método de doseamento por cromatografia liquida
de alta eficiéncia demonstrou-se especifico / seletivo para
a quantificacdo do metronidazol em solugdo injetavel.
Apresentou linearidade adequada na faixa de concentragao
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entre 100 e 310 pg/ml, com equagdo da reta Y = 34755,84
+ 30928388,41X e r*= 1,0000 (Figura 3). Os valores de
limite de deteccdo e limite de quantificag@o obtidos foram
de 3,2 pg/ml e 7,0 ng/ml, respectivamente. A recuperacao
obtida foi de 95,6% em relagdo a quantidade adicionada. A
precisdo em condigdes de repetibilidade foi de 0,4% e de
reprodutibilidade foi de 0,8%.
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Figura 2: Representagao grafica da curva padrao de metronidazol
obtida pelo método de espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta.
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Figura 3: Representagao grafica da curva padrao de metronidazol
obtida pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Os resultados encontrados para os testes de pH,
volume médio, identificagdo por espectrofotometria de
absor¢ao no infravermelho, identificagdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, esterilidade, endotoxinas
bacterianas e doseamento por espectrofotometria de
absor¢ao no ultravioleta e por cromatografia liquida de
alta eficiéncia estdo apresentados na Tabela 1. Todos os
medicamentos avaliados (de referéncia, genérico e similar)
atenderam as especifica¢des para os testes avaliados.

Tabela 1: Resultados das solugdes injetaveis de metronidazol
avaliadas (medicamento de referéncia, genérico e similar).

Teste Especificagdo  Medicamento Medicamento Medicamento
de Referéncia Genérico Similar

Determinacéo de pH 45a7,0 4,8 4,8 55

Volume médio Média >100 ml 110,4 ml 102,4 ml 102,4 ml

Identificagdo por
espectrofotometria de
absorgéo no
infravermelho Positivo Positivo Positivo Positivo
Identificagao por
cromatografia liquida
de alta eficiéncia Positivo Positivo Positivo Positivo
Teste de esterilidade Estéril Estéril Estéril Estéril
Endotoxinas bacterianas < 0,35EU/mg <0,35EU/mg <0,35EU/mg <0,35EU/mg
metronidazol ~ metronidazol metronidazol metronidazol
Doseamento por
espectrofotometria de
absorgéo no ultravioleta 90 a 110%VR  98,5%? 90,6%* 96,1%*
(0,5%)° (0,6%)° (0,9%)b
Doseamento por
cromatografia liquida
de alta eficiéncia 90 a 110%VR 101,0%* 101,3%* 101,9%*
(0,4%)° (0,3%)° (0,4%)°

VR: Valor rotulado; *: média de trés resultados independentes;®: desvio padrao relativo
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DISCUSSAO

As especificidades / seletividades dos métodos
de doseamento por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta ¢ por cromatografia liquida de alta eficiéncia
foram avaliadas por meio da analise de amostras preparadas
em condigoes de estresse (hidrdlise acida, hidrolise alcalina,
oxidagdo e aquecimento). Os resultados das amostras
preparadas em condicdes de estresse demonstraram que os
métodos avaliados sdo capazes de determinar a quantidade
de metronidazol em presenca de outros componentes tais
como impurezas, produtos de degradacdo ¢ componentes
da matriz (Brasil, 2003; ICH, 1996).

As absorbancias determinadas no método por
espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta foram
diretamente proporcionais as concentra¢des das solugdes-
padrdo no intervalo correspondente a 40% e 150% da
concentragdo teorica (20 pg/ml), apresentando ajuste ao
modelo de regressdo linear e coeficiente de regressdo (1)
superior a 0,98 (Brasil, 2003; ICH, 1996). Para o método
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, obteve-se
resposta linear no intervalo correspondente a 50% e 150%
da concentragdo teérica (200 pg/ml) e coeficiente de
regressao (r?) superior da 0,98.

Na literatura sdo descritos métodos para analise de
metronidazol por polarografia (Abu Zuhri et al.,1986) e por
analise por injecdo em fluxo (Mohamed et al., 1996; Simdes
et al., 2006). O método para analise de metronizadol por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta proposto
neste trabalho apresenta linearidade, faixa linear ¢ limite
de deteccdo semelhante ao método proposto por Simdes e
colaboradores.

Os resultados de exatiddo (recuperagdo = 98,6%
para o método por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta e recuperacdo = 95,6% para o mpetodo
por cromatografia liquida de alta eficiéncia) e precisdo
(repetibilidade = 0,5% e reprodutibilidade = 1,0% para o
método por espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta
e repetibilidade = 0,4% e reprodutibilidade = 0,8% para o
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia) estdo
de acordo com o preconizado em guias nacionais (Brasil,
2003) e internacionais (ICH, 1996).

A analise estatistica (teste t pareado) permite concluir
que ndo ha diferenca significativa entre os resultados
obtidos por espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta
e por cromatografia liquida de alta eficiéncia para um nivel
de confianga de 95%.

Os métodos propostos para doseamento de
metronidazol em solugdo injetavel por espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta e por cromatografia liquida de
alta eficiéncia foram validados, mostrando especificidade /
seletividade, linearidade e faixa linear, limite de deteccdo
/quantificagdo, exatiddo e precisdo adequados para o uso
pretendido.

Os medicamentos avaliados atendem as
especificagdes para os testes de determinacao de pH, volume
médio, identificacdo por espectrofotometria de absor¢do
no infravermelho, identificagdo por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, esterilidade, endotoxinas bacterianas
¢ doseamento por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta e por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Portanto, os trés medicamentos (de referéncia, genérico e
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similar) podem ser considerados apresentando equivaléncia
farmaceéutica.

ABSTRACT

Validation of metronidazole assay methods and
application to study of pharmaceutical equivalence of
injectable solutions of this drug

The aim of this study was to validate analytical methods,
based on UV absorption spectrophotometry and high
performance liquid chromatography (HPLC), to assay
metronidazole supplied in injectable solutions, and to
employ these methods in a study of the pharmaceutical
equivalence of the original brand name medicine
(‘reference’), generic and similar (brand) medicines.
The methods proposed for the metronidazole assay
were validated, showing adequate specificity/selectivity,
linearity, linear range, detection and quantitation limits,
accuracy and precision for the intended purpose. The
injectable solutions were then tested to determine pH,
volume and identity (by IR spectrophotometry), to verify
sterility, detect bacterial endotoxins and assay the drug
by the proposed UV spectrophotometric and HPLC
methods. All three medicines met the requirements in
all tests performed and, therefore, can be considered
pharmaceutically equivalent.

Keywords: Metronidazole. Pharmaceutical equivalence.
Validation. Flagyl.
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