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Determinacao do 17B-estradiol nas formas farmacéuticas gel e adesivo
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Desenvolveu-se um método espectrofotométrico na regido do
visivel para doseamento de 17f-estradiol em gel e adesivo
transdérmico, utilizando-se sulfanilamida diazotada como
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INTRODUCAO

O 17B-estradiol ¢ um dos estrogénios usados na te-
rapia de reposi¢do hormonal (TRH), sendo o tratamento
dos sintomas da menopausa, uma de suas indicagdes, de-
vendo ser utilizado na menor dose eficaz, por um periodo
o0 mais curto possivel (Stephenson, 2003; Nelson, 2004).

Apesar do primeiro relatorio cientifico sobre o uso de
preparacdo comercial de estrogénio datar de 1935, o seu
uso foi difundido nas décadas de 1950 e 1960 e, desde en-
tao, tem suscitado inumeros debates quanto a sua seguran-
ca e eficacia (Hupert, 1987).

Atualmente, o estrogénio esta disponivel no mercado
brasileiro nas mais diversas formas farmacéuticas (DEF-
2003/04), porém ha caréncia de métodos para sua analise.

A Farmacopéia Americana preconiza o uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para ana-
lise da matéria-prima, creme vaginal e comprimidos, en-
quanto que para suspensao injetavel e “pellets” continua
sendo proposto o método colorimétrico com reagente fenol—
ferro (USP, 2003). A associagdo dos quimicos analiticos

reagente. O azo-composto formado apresentou absor¢do maxima
em 480 nm, sendo a reagdo linear na faixa de concentragdo de
10,0 a 28,0 ug/mL. Quando aplicado a amostras comerciais
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dos Estados Unidos (AOAC) também adota um método
colorimétrico com reagente de ferro de Kober (fenol-ferro)
para doseamento da matéria-prima (AOAC, 2000).

E inegavel a eficiéncia dos métodos cromatograficos
no controle de qualidade de medicamentos. Porém, o seu
custo ¢ alto e nem sempre facilmente aplicavel as diversas
formas farmacéuticas.

Na literatura estao descritos alguns métodos alter-
nativos como o uso da voltametria (Salci, Biryol, 2002),
cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia
(Kotiyan, Vavia, 2000), espectrofotometria derivada de
segunda ordem (Toral, Soro, Richter, 2002), entre ou-
tros.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
e padronizar um método colorimétrico para quanti-
ficagdo do 17B-estradiol em gel e adesivo transdérmico.
Este método, diferente dos métodos colorimétricos ofi-
ciais, € baseado na diazotacdo da sulfanilamida com
nitrito de sodio, seguida da rea¢do de acoplamento com
17B-estradiol.
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MATERIAL E METODOS
Equipamentos, reagentes e solucoes

Equipamentos

Espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, modelo UV-
1601, com impressora Epson, modelo LQ-570+; balanca
analitica, Ohaus, modelo AS200; banho de ultra-som,
Thornton, modelo T14

Reagentes e solucoes

17B-Estradiol, padrdao USP, lote KIB007 (identifi-
cagdo); 17B-estradiol, substancia quimica de referéncia,
Heartwell, lote ESMO/002, teor de 100,41%; etanol ab-
soluto p.a., Merck; acido cloridrico fumegante a 37%,
Merck; carbonato de s6dio anidro p.a.-ACS, Synth;
cloreto de s6dio PA, Quimesp; nitrito de sodio p.a.-ACS,
Merck; sulfanilamida pura, Sigma; solu¢do de carbona-
to de s6dio 10% (p/v); solugdo de cloreto de sodio
10% (p/v); solugdo de nitrito de so6dio 0,5% (p/v); solu-
c¢do de sulfanilamida 0,1% (p/v) em solu¢ao de 4cido clo-
ridrico 0,1 M.

Amostras

Amostra comercial de gel, contendo 0,06 g% de 173-
Estradiol; amostra comercial de adesivo transdérmico, con-
tendo 3,20 mg de 17B-estradiol; amostra simulada de gel,
contendo 0,06 g% de 17B-estradiol; amostra-placebo de gel.

METODOS

Preparacao da solugao-padrao

A solugdo-padrio de 17B-estradiol foi preparada a
partir de 100 mg de 17B-estradiol, substancia quimica de
referéncia, em baldo volumétrico de capacidade de 100 mL,
com adic¢do de 80 mL de etanol absoluto. Colocou-se no
banho de ultra-som por cinco minutos e o volume foi com-
pletado com o mesmo solvente. Procedeu-se a diluigdo de
20% (v/v), em etanol absoluto. A concentracao final desta
solucdo foi de 200 mg/mL. A partir desta solugdo foram
preparadas solugdes para a obtencao do espectro de absor-
¢do (8,0, 16,0, 24,0 ¢ 32,0 mg/mL de 17B-estradiol), cur-
va de Ringbom e curva analitica.

Preparagao da solucao-padrao para gel

Foi preparada uma solug@o alcodlica de 17B-estradiol
60 mg/100 mL. Vinte mililitros desta solu¢ao foram transfe-
ridos para um balao volumétrico de 100 mL, contendo 20 g
de placebo desestabilizado com 5 mL de cloreto de sodio
10%. Apos cinco minutos no banho de ultra-som, a suspen-
sdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo, faixa branca.
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Preparacdo da solucao-padrao para adesivo
transdérmico

Foi preparada uma solugao alcodlica contendo
64 mg/100 mL de 17B-estradiol. A partir desta solugao, foi
feita diluicao adequada para obtencao de solugdo conten-
do 128 mg/mL de 17B-estradiol.

Preparacao das solugoes de amostras comerciais e
simuladas e placebos de gel

Tomadas de ensaio equivalentes a 12 mg de 17§3-
estradiol da amostra de gel comercial, simulada e placebo
foram transferidas para béqueres de 100 mL. Adicionaram-
se 5 mL da solucgdo de cloreto de sodio 10% e apds
homogeneizacao, foram transferidos quantitativamente
para baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de etanol
absoluto. Ap6s cinco minutos no banho de ultra-som, os
volumes foram completados com o mesmo solvente. As
solugdes foram filtradas através de papel de filtro quanti-
tativo, faixa branca.

Preparacdo da solugao da amostra comercial de
adesivo transdérmico

Cada adesivo foi colocado em um béquer com 15 mL
de etanol absoluto. Apos 30 minutos no banho de ultra-som,
foi transferido para um baldo volumétrico de 25 mL e com-
pletou-se com o mesmo solvente, obtendo-se solugao con-
tendo 128 mg/mL de 17B-estradiol.

Reacao colorimétrica

Em banho de gelo, misturou-se a solugdo de
sulfanilamida 0,1% com nitrito de sodio 0,5% e incubou-
se por cerca de 2 minutos e, em seguida, acrescentou-se o
filtrado. Agitou-se, deixando-se descansar por mais um mi-
nuto. Por fim, adicionou-se a solugdo de carbonato de sddio
a 10% e completou-se com agua destilada para 50 mL,
como indica a Tabela I.

Padronizacao do método

Espectro de absorcao

Com as solugdes-padrao contendo 8,0, 16,0, 24,0 e
32,0 mg/mL de 17B-estradiol, determinou-se o espectro de ab-
sor¢ao do azo-composto, no intervalo de 400 a 600 nm, usan-
do placebo como branco e cubetas de 1 cm de espessura.

Construcao da curva de Ringbom

Preparou-se uma solugdo de 17B-estradiol,
200 mg/mL, em etanol absoluto. A curva de Ringbom foi
construida com os valores de transmitancias do azo-com-
postos formados pela reagdo entre 173-estradiol, nas con-
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TABELA | - Preparacao das solucdes para reagao colorimétrica das amostras comerciais e simuladas

Balao Sulfanilamida Nitrito de Filtrado (mL) Carbonato de Agua destilada
0,1% (mL) sodio 0,5% (mL) sodio 10% (mL)  q.s.p para (mL)
Padrao 10 10 10 5 50
Amostra 10 10 10 5 50
Branco (Placebo) 10 10 10 5 50

Concentracdo final da amostra adesivo (25,6 mg/mL), gel (24,0 mg/mL)

centracdes de 2,0 a 50,0 mg/mL, e a sulfanilamida
diazotada. As leituras das transmitancias foram realizadas
em 480 nm.

Construcao da curva analitica

A relagdo entre as absorvancias do azo-compostos,
em 480 nm, e as correspondentes concentragdes do 17f3-
estradiol, na faixa de 10,0 a 28,0 mg/mL, foi utilizada para
construcdo da curva analitica e para calcular o coeficien-
te de correlag@o e a equacdo da curva analitica, empregan-
do o programa Excel 2000.

Aplicacao do método

Para avaliar a eficiéncia do método, efetuou-se a sua
padronizagdo, empregando-se para analises, amostras co-
merciais, amostras simuladas e respectivos placebos.

De cada amostra dos medicamentos (comerciais e si-
mulados) foram efetuados 10 ensaios para o gel e 6 para
adesivo conforme procedimento descrito em preparo das
solugdes-amostra.

Os dados analiticos foram utilizados para determinacao
da precisao, pelo calculo do desvio-padrao relativo intradia.

O teste de linearidade foi realizado adicionando-se ao
placebo da formulagao simulada cinco diferentes concen-
tragdes de 17B-estradiol, substancia quimica de referéncia
(50, 75, 100%), em relacao ao teor declarado, correspon-
dendo a 12,0, 18,0 e 24,0 mg/mL, respectivamente, tendo-
se realizado o teste em triplicata, repetindo-se por trés dias
(ICH-Q2B, 1996).

O teste de recuperagdo do padrio, realizado com adi-
¢ao de quantidades conhecidas de padrdo, em trés concen-
tragdes diferentes, as por¢oes equivalentes a metade da con-
centracdo do principio ativo da amostra, previamente ana-
lisada, foi empregado para avaliar a exatiddo do método
(USP, 2003; ICH-Q2B, 1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eficiéncia dos métodos cromatograficos aplicados

ao controle de qualidade de medicamentos, na atualidade,
¢ do nosso conhecimento. Porém, nem sempre ¢ possivel fa-
Zer o seu uso, ou porque o custo ¢ elevado, ou devido a
complexidade das formulagoes, ha necessidade de um pré-
tratamento da prépria amostra, dificultando a sua execu-
¢do. A vista disso, foi desenvolvido um método espectro-
fotométrico, que por ser facil e economico, pode-se adequar
a qualquer laboratorio.

O método baseou-se na diazotagdo da sulfanilamida
e posterior acoplamento com 17-estradiol. O azo-compos-
to formado possui uma coloragdo marrom-avermelhada,
estavel por pelo menos duas horas.

O método proposto utiliza etanol absoluto para extra-
¢do da substancia ativa com ajuda do ultra-som. A reacéo
colorimétrica € realizada no filtrado alcodlico.

O método padronizado, aplicado as amostras de
medicamentos, foi avaliado quanto a precisao e exatiddo,
conforme descrito na Farmacopéia (USP, 2003).

Em se tratando de método espectrofotométrico, foi
inicialmente verificado o seu comportamento espectral. O
espectro de absor¢ao do produto obtido da reagdo de
acoplamento do17f-estradiol, nas concentragdes 8,0, 16,0,

Absorbancia

400,6nm ¢ 50/div)  660,Bmm

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 1 - Espectro de absor¢ao do produto formado na
reacdo de acoplamento da sulfanilamida diazotada e o 17[3-
estradiol presente nas concentragdes de 8,0, 16,0, 24,0 ¢
32,0 ug/mL.
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24,0 € 32,0 mg/mL, e a sulfanilamida diazotada mostraram
curvas de absor¢ao com boa simetria € com um maximo de
absor¢ao em 480 nm (Figura 1).

A curva de Ringbom tragada nas condic¢des defini-
das esta apresentada na Figura 2. A melhor faixa de con-
centragdo para ser utilizada na quantifica¢ao do 17f3-
estradiol ficou estabelecida entre 10,0 e 28,0 mg/mL (Fi-
gura 3).
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A curva analitica obtida da relacdo entre valores de
absorbancia dos produtos coloridos da reagdo de acopla-
mento da sulfanilamida diazotada com 17B-estradiol, em
diferentes concentragdes, definida pela equagao da reta
y=0,0273x—-0,0751 e com um coeficiente de correlacao
(r) de 0,9996 esta ilustrada na Figura 3.

O método espectrofotométrico de analise do 17f3-
estradiol, por reagao de acoplamento com a sulfanilamida
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FIGURA 2 - Curva de Ringbom do produto corado resultante da reagdo entre 17B-estradiol e sulfanilamida diazotada,

em 480 nm.
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FIGURA 3 - Curva analitica obtida dos valores de absorvancias, em 480 nm, das solugdes coradas do produto de
acoplamento, resultante da rea¢@o da sulfanilamida diazotada e o 17B-estradiol nas concentragdes de 10,0 a 28,0 pg/mL.
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diazotada, foi padronizado quanto aos parametros precisao
intradia (repetibilidade) (Tabela II), recuperacgdo (Tabela
III) e linearidade para forma farmacéutica gel (Tabela IV
e Figura 4). A precisao do método para medida do estradiol
em amostras de gel simulado, gel e adesivo comerciais foi
de 1,43, 0,98 e 1,60% respectivamente, que sao compati-
veis com os critérios de aceitabilidade adotados pelos labo-
ratorios de controle de qualidade de medicamentos, como
também pela USP, 2003. Os resultados do teste de recupe-

ragdo do 17B-Estradiol das amostras comerciais (gel e ade-
sivo) e do gel simulado, empregando o método da adigao de
padrdo de estradiol nas concentragdes de 9,00, 12,00 e
15,00 mg/mL, adotado pela AOAC, mostram uma recupe-
racdo de 98,90 a 99,04%.

O método desenvolvido mostrou-se relativamente
simples, preciso ¢ exato, para determinacdo do 17f3-
Estradiol em formas farmacéuticas gel e adesivo
transdérmico.

TABELA 11 - Resultado da repetitividade intradia das amostras de medicamento contendo 17f3-estradiol, nas formas

farmacéuticas gel e adesivo transdérmico

Amostra Obtido Média (%) Desvio padriao Intervalo de
relativo confianca da
média (p=0,05)
Simulada-gel (0,75 mg/1,25 g) 0,75 mg/1,25 g gel 100,0 1,43 0,75+0,01
Comercial-gel (0,75 mg/1,25 g) 0,79 mg/1,25 ggel  105,4 0,98 0,79+0,01
Comercial-adesivo (3,20 mg/adesivo) 3,19 mg/adesivo 99,7 1,60 3,19+0,05
Os valores expressos como média, n=10(gel) e n=6(adesivo)
TABELA 11l - Resultados do teste de recuperagao aplicado as amostras comerciais e simuladas de gel e adesivo
transdérmico, em 3 niveis de concentragdo, em 3 dias
Amostra Quantidade padrao Quantidade padrao Recuperacao
adicionado pg/mL recuperado pg/mL (%)
*(DP)

Comercial-gel (12 ug/mL) 9,00 8,99 (0,29) 99,92

12,00 11,95 (0,23) 99,58

15,00 14,82 (0,41) 98,90
Simulado-gel (12 pg/mL) 9,00 8,94 (0,17) 99,31

12,00 11,98 (0,24) 99,86

15,00 14,86 (0,29) 99,04
Comercial-adesivo (12,80 pg/mL) 10,24 10,15 (0,13) 99,15

12,80 12,74 (0,31) 99,53

15,36 15,32 (0,43) 99,72

TABELA IV - Dados do teste de linearidade do método colorimétrico de analise do 17B-estradiol, em 3 dias diferentes, de

forma farmacéutica gel

Concentracio (mg/mL) % 1° ensaio* A (DP) 2° ensaio* A (DP) 3° ensaio* A (DP)
12 50 0,288 (0,003) 0,311 (0,001) 0,310 (0,005)
18 75 0,428 (0,002) 0,461 (0,005) 0,466 (0,009)
24 100 0,582 (0,002) 0,611 (0,009) 0,634 (0,003)

*0s valores estdo expressos como média, n=3 e (desvio padrio)
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FIGURA 4 - Linearidade do método colorimétrico de analise do 17B-estradiol, em forma farmacéutica gel, em 3 dias

diferentes.
ABSTRACT

Determination of 17B-estradiol in dosage
formulations: gel and patch

A visible spectrophotometry method was developed for
quantification of 17B-estradiol in gel and in patch,
tranformations by using diazotised sulfanilamide as the
colorimetric reagent. The azo-compound formed showed
a maximum absorption in 480 nm, and the reaction was li-
near in a concentration range from 10,0 to 28,0 ug/mL.
When applied to dosage formulations it showed to be pre-
cise and accurate.

UNITERMS: 17B-estradiol. Visible spectrophotometry.
Gel. Patch. Azo-compound.
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