ISSN (on-line) 1984-2368

Boletim do
Instituto Adolfo Lutz






Diretor-Geral do Instituto Adolfo Lutz
Dr. Hélio Hehl Caiaffa Filho

Membros do Corpo Editorial
Adriana Aparecida Buzzo Almodovar
Lais Anversa Trevejo

Leonardo José Tadeu de Araujo
Lucile Tiemi Abe Matsumoto
Marcia Liane Buzzo

Marisa Ailin Hong

Renato Pereira de Souza

Valéria Adriana Pereira Martins

Diagramacao
Marcia Liane Buzzo

Editoracao

Adriana Aparecida Buzzo Almodovar
Marcia Liane Buzzo

Nucleo de Acervo do IAL
Rocely A. Bueno Moita

ISSN (on-line) 1984-2368

Contato

Avenida Dr. Arnaldo, 355
Cerqueira César — CEP 01246-902
E-mail: bial@ial.sp.gov.br

Sao Paulo, SP — Brasil

Telefone: (11) 3068-2867

Nucleo de Acervo



mailto:bial@ial.sp.gov.br

Sumario

0 Verificacdo da estabilidade de solucdo padrdo de etinilestradiol utilizando a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)



Verificacao da estabilidade de solucao padrao de
etinilestradiol utilizando a técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O s contraceptivos tém  grande
relevancia na satde da mulher
principalmente como coadjuvante do

planejamento familiar, sendo o etinilestradiol
((17a)-19-Norpregna-1,3,5(10)-trien-20-ino-
3,17-diol [57-63-6]), o componente estrogénico
utilizado em quase todas as formulagdes
modernas de contraceptivos orais combinados'.
O etinilestradiol possui peso molecular de 296.,4
g/mol, alta lipofilicidade, baixa solubilidade em
agua (4,8 mg/L a 20 °C) e pKa de 10,34%,

O Sistema Unico de Satde (SUS)
disponibiliza gratuitamente, mediante prescri¢ao
médica, contraceptivos contendo etinilestradiol
+ levonorgestrel (0,03 mg + 0,15 mg), conforme
consta na Relacdao Nacional de Medicamentos
Essenciais”.

Devido a ampla utilizagdo e importincia
para o SUS, medicamentos contendo
etinilestradiol estdo sujeitos a fiscalizagdo em
razao de queixas técnicas e a0 monitoramento da
qualidade por orgaos da Vigilancia Sanitaria.
Em ocasides diversas ocorreram o0s seguintes
programas de monitoramento:  Programa
Nacional de Verificagdo da Qualidade de
Medicamentos, coordenado pela Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e Programa
Satde da Mulher, coordenado pelo Centro de

Vigilancia ~ Sanitaria de  Sdo  Paulo.
Contraceptivos contendo na  formulagdo
etinilestradiol também s3o analisados em
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pericias judiciais, demandadas pelo Tribunal de
Justica do Estado de Sao Paulo, para instruir
processos em casos de contestagdo da qualidade,
eficécia e seguranga por parte de um consumidor
ou de uma institui¢ao de saude.

Neste contexto, o Nucleo de Ensaios
Fisicos ¢ Quimicos em Medicamentos (NFQM)
do Instituto Adolfo Lutz (IAL), exerce papel
fundamental de controle e de sustentacdo a
fiscalizacdo, por meio de testes laboratoriais em
medicamentos colhidos para analises fiscais e
quando encaminhados pelo Poder Judiciario®.

Este estudo surgiu frente a necessidade
de conhecer a estabilidade da solucao padrao de
etinilestradiol usada nos ensaios de identificacao
e de teor do farmaco, em razao das analises de
medicamentos contraceptivos que, na maioria
das vezes, podem se estender por mais de uma
semana durante as pericias judiciais.

O objetivo deste estudo foi verificar a
estabilidade da solugdo de Substancia Quimica
de Referéncia (SQR) de etinilestradiol por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em condigdes definidas pela
Farmacopeia Brasileira 5* edigdo’, de modo a
contribuir com dados de estabilidade das
solugdes de padrio de trabalho na rotina das
analises do Nucleo.

Foi empregada SQR de etinilestradiol
procedente da United States Pharmacopeia
(USP), lote ROM195. Utilizou-se Cromatdgrafo
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Waters modelo Alliance 2695 (Mildford, MA,
USA) e software Empower 3. O método foi
composto por coluna cromatografica Waters
Spherisorb® C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm) em
temperatura ambiente; a fase mdvel constituida
de uma mistura de acetonitrila e agua
ultrapurificada na propor¢ao 1:1 (v/v); fluxo 1
mL/min; volume de injecdo de 25 puL e detecgdo
UV 2280 nm’.

Foram pesados 10 mg de etinilestradiol e
diluidos com fase movel em baldo volumétrico
de 50 mL, obtendo-se solu¢do na concentragao
de 0,2 mg/mL (SQRI1). Esta foi filtrada e
injetada duas vezes em cromatégrafo liquido
(dia 1). Em seguida, a solugdo foi mantida sob
refrigeracdo entre 4 e 5 °C, conforme
procedimento adotado na rotina laboratorial do
NFQM. A cada dia preparava-se uma nova
solucao comparando-se com a solugdo inicial do
primeiro dia. Todas as analises foram realizadas
em temperatura ambiente nos dias 1, 2, 3,4, 5, 7
e 15. Toda a fase movel foi preparada no
primeiro dia de analise, a fim de evitar desvios
quanto a composic¢ao.

A massa do padrdo pesada em cada dia
foi corrigida conforme certificado da SQR (USP
Certificate), com valor de 99,8% de
etinilestradiol. = Os  cromatogramas  foram
comparados entre si por meio da sobreposi¢ao
pelo software Empower 3. Embora no 15° dia
ndo tenha havido sobreposi¢do exata do pico
como nos demais dias, conforme apresentado na
Figura 1, todos revelaram precisdo nas areas,
sendo a diferenca do tempo de retengdo nao
significativa.
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——— 23102017 Pad Etinil DIAQ1; Date Acquired: 23-Oct-17 3:26:04 PM BRST; Vial: 1; Inj#: 1
24102017 Pad Etinil DIA 02; Date Acquired: 24-Oct-17 11:03:16 AM BRST; Vial:2; Inj# *

——— 25102017 Pad Etinil DIA 03; Date Acquired: 25-Oct-17 10:26:23 AM BRST; Vial: 2; Inj#: 1
26102017 Pad Etinil DIA 04; Date Acquired: 26-Oct-17 9:58:47 AM BRST; Vial- 2; Inj#: 1

——— 27102017 Pad Etinil DIA 05; Date Acquired: 27-Oct-17 10:30:18 AM BRST; Vial: 2; Inj#: 1
30102017 Pd Etinil DIA 07; Date Acquired: 30-Oct-17 11:49:656 AM BRST; Vial:2; Inj#

—— 06112017 Pd Etinil DIA 15 ; Date Acquired: 06-Nov-17 12:50:23 PM BRST; Vial:2; Inj#: 1

Figura 1. Sobreposicdo dos cromatogramas
evidenciando os picos de etinilestradiol

Para evidenciar a estabilidade da solucado
utilizada ao longo de 15 dias, realizou-se um
tratamento estatistico com auxilio do programa
Minitab. Com os dados da Tabela 1, fez-se o
teste para avaliacdo da normalidade de Ryan-

Joiner (similiar ao Shapiro-Wilk), considerando
a = 0,01. Ao obter um valor p igual a 0,088, ou
seja, maior que o, pode-se concluir que os dados
sdo provenientes de uma distribui¢do normal.

Tahela 1. Teores em porcentagem de etinilestradiol por dia deteste

Dial Dia2 Dia} Diad Dia5 Dia7 Dials

Etinilestradiol 9910 9975 10011 9946 10003 9946 100,01
(") 9N 98 10008 96 10008 9996 9997

Confirmando a normalidade dos dados,
realizou-se o teste de Grubbs (a = 0,05) para
verificar a existéncia ou ndo de resultados
andémalos (outliers). Com um valor p obtido
igual a 0,453, conclui-se que ndo hd nenhum
outlier no nivel de significancia de 5%.

Por fim, os dados foram plotados em um
gréafico do tipo carta controle para a verificagdo
da existéncia de variacdes de causa especial,
como tendéncias.

Carta Controle de % Etinilestraciol

19= 4R

X-Z23.T07

% ExInl esradial
w
=
Y
..
—-
=

LIC -4, 053

Legenda: LSC: Limite Superior de Controle;
LIC: Limite Inferior de Controle

Figura 2. Grafico de dispersdo dos teores de
etinilestradiol por dia

Na Figura 2 pdde-se constatar que as
diferencas do teor de -etinilestradiol foram
relacionadas apenas ao primeiro dia e que ndo
houve tendéncia de reducao do mesmo nos dias
subsequentes. Assim, pela observacao do gréafico
¢ possivel afirmar que nao houve degradagao do
analito durante o periodo de estudo. A
estabilidade das solucdes foi, portanto,
comprovada pelo periodo de 15 dias em
acetonitrila e dgua (1:1), sob refrigeracao entre 4
e 5 °C, para o ensaio de acordo com a
Farmacopeia Brasileira 5* edigdo, 2010°.

O estudo demonstrou que a solucdo de
etinilestradiol preparada para o ensaio de teor do
farmaco por CLAE pode ser estocada pelo
periodo proposto, otimizando a andlise e com
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perspectiva de reducao de gastos com SQR e
outros insumos.
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