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RESUMO 
  
 

 O controle da fertilidade é obtido principalmente pela inibição da ovulação por 

meio da atividade combinada de dois componentes principais: estrogênio e 

progestina. Desta forma, novas formulações vêm sendo desenvolvidas com baixa 

dose de etinilestradiol associado a um novo agente progestógeno, a drospirenona, 

com o objetivo de garantir equilíbrio entre eficácia, segurança e controle de ciclo 

menstrual. Este trabalho tem como objetivo desenvolver, validar e comparar 

métodos analíticos para a identificação e quantificação de etinilestardiol e 

drospirenona presentes em uma mesma formulação por cromatografia em fase 

líquida de alta eficiência (CLAE) e a eletroforese capilar (EC). O método por CLAE, 

foi realizado empregando-se uma coluna LiChoCART® 100RP – C18, (125 x 4 mm) 

5 µm, fase móvel constituída por MeCN/H2O 50:50 (v/v) e vazão de 1.0 mL min. 

Utilizou-se um detector UV 200 nm para drospirenona e um de fluorescência λex = 

280 nm e λem = 310 nm, para o etinilestradiol. O método por EC foi validado 

utilizando-se como eletrólito, tampão de tetraborato de sódio 30 mM, dodecil sulfato 

de sódio 20 mM e acetonitrila 30% a pH 9,2, capilar de sílica fundida de 31,2 cm 

sendo 21 cm efetivos, com 75 µm de diâmetro interno. O método por CLAE 

apresentou um coeficiente de correlação (r2) de 0,9989 para o etinilestradiol e 0,999 

para a drospirenona. No método por EC, o coeficiente de correlação (r2) encontrado 

foi de 0,9988 para o etinilestradiol e 0,998 para a drospirenona. Os métodos podem 

ser considerados eficientes e confiáveis para serem empregados em análise de 

rotina para controle de qualidade destes produtos farmacêuticos. 

 

 

 

 

 

 

Palavras chaves: Métodos analíticos. Cromatografia em fase líquida de alta 

eficiência. Eletroforese capilar. Etinilestradiol. Drospirenona. 

 

 

 



ABSTRACT 
 

 

The fertility control is achieved mainly by inhibiting ovulation through the 

combined activity of two main components: estrogen and progestin. Thus, new 

formulations have been developed associating appropriately low dose of 

ethinylestradiol to a new drug, the drospirenone, in order to ensure the balance 

between efficacy, safety and cycle control. The objective of this research was to 

develop, to validate and to compare two analytical method for separation and 

quantification of ethinylestardiol and drospirenone using high performance liquid 

chromatography and capillary electrophoresis (CE). The HPLC method, was 

performed using a LiChoCART® 100RP – C18, (125 x 4 mm) 5 µm column, a mobile 

phase constituted of acetonitrile:water (50:50 v/v) and flow rate of 1.0 mL min. UV 

detection was made for drospirenone at 200 nm coupled with a fluorescence detector 

at λex= 280 nm and λem = 310 nm for ethinylestradiol. The CE method was validated 

using a solution of  sodium tetraborate buffer 30 mM, sodium dodecil sulphate 20 mM 

and acetonitrile 30%, pH 9.2 and a fused silica capillary of 31,2 cm with 21 cm 

effective and 75 µm of diameter. The HPLC method showed a correlation coefficient 

(r2) of 0.9989 for ethinylestradiol and 0,999 for drospirenone. For CE method, the 

correlation coefficient was (r2) 0,9988 for ethinylestradiol and 0,9989 for 

drospirenone. The methods showed to be efficient and reliable, and can be used in 

routine analysis for quality control of these pharmaceutical preparations. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Analytical methods. High performance liquid chromatography. 

Capillary electrophoresis. Ethinylestradiol. Drospirenone.
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1. INTRODUÇÃO 

Desde sua introdução em 1960, os contraceptivos orais combinados (COCS) 

tornaram-se o método de escolha na prevenção da concepção. Sendo um método 

efetivo e reversível, sua introdução no mercado garantiu à mulher a possibilidade de 

um melhor planejamento familiar, permitindo a escolha do método contraceptivo de 

acordo com suas necessidades, preferências e estilo de vida (BRUNTON, LAZO e 

PARKER, 2007; GRUBER, et al., 2006; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006). 

 A crescente popularidade dos COCS se deve à garantia da mesma eficiência e 

segurança presente nos demais contraceptivos disponíveis no mercado, com a 

vantagem da redução dos efeitos adversos. Para alcançar esse propósito, novos 

estudos vêm sendo realizados para aprimorar este tipo de formulações com 

redução, por exemplo, da dose estrogênica por combinação com uma progestina, 

garantindo à paciente uma maior efetividade de tratamento (BACHMANN, et al., 

2004; GRUBER, et al., 2006; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006). 

Tendo em vista as pequenas doses hormonais presentes e o prolongado uso do 

tratamento, a qualidade é uma característica fundamental aos contraceptivos orais 

de baixa dose. Desta forma, tem-se investido, cada vez mais, no controle de 

qualidade dessas novas formulações de maneira a garantir a confiabilidade 

necessária na identificação e quantificação das doses hormonais diárias 

administradas à paciente (KASSAB, 2001; SANTORO, et al., 2002). 

Com o objetivo de solucionar problemas que acompanham o controle de 

qualidade, muitos métodos analíticos para determinação quantitativa de fármacos 

em medicamentos são indicados na literatura científica, tais como, colorimetria, 

espectrofotometria no ultravioleta, entre outros. No entanto, para a determinação de 

hormônios, todos os métodos propostos apresentaram interferências, o que torna os 

estudos de novos métodos cada vez mais necessários (DENISOVA, CHISTYAKOV 

e SADCHIKOVA, 2008; GOROG, 2004; KASSAB, 2001; SANTORO, et al., 2002). 

A cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE) e a eletroforese capilar 

(EC) têm possibilitado separações e determinações quantitativas de fármacos em 
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preparações farmacêuticas, mesmo quando presentes em pequenas quantidades, 

que antes eram dificilmente obtidas por outros métodos (SANTORO, et al., 2002). 

Desta maneira, é plenamente justificada a escolha dessas duas técnicas, visando 

nesse trabalho, a validação de métodos analíticos que possibilitem a separação e a 

determinação quantitativa simultânea de etinilestradiol e drospirenona em COCS 

comercializados no Brasil.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Generalidades 

Os COCS, conhecidos no mercado como “pílula anticoncepcional” são 

esteróides utilizados isoladamente ou em associação com a finalidade básica de 

impedir a concepção (BRASIL, 2011). Sua introdução no mercado provocou um 

impacto revolucionário na sociedade global, pois permitiu que a mulher utilizasse um 

meio de contracepção conveniente, com custos módicos e  seguro de planejamento 

familiar (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; GRUBER, 2006).  

Inicialmente aprovados nos Estados Unidos em 1960 para uso irrestrito, os 

COCS foram empregados extensivamente por um grande numero de mulheres. No 

Brasil, o comércio da “pílula anticoncepcional” teve início em 1962, dois anos após 

ter sido aprovada nos Estados Unidos pela FDA (Food and Drug Administration) 

(PEDRO, 2003). Desde então, diversas pesquisas isoladas foram realizadas, 

visando prestar informações sobre estes tipos de preparações farmacêuticas. Foi 

somente em 1966, que as revistas médicas brasileiras começaram a difundir, para 

os ginecologistas e obstetras, os estudos já realizados por pesquisadores tanto 

brasileiros, quanto estrangeiros (PEDRO, 2003). 

  Em 1970, com a percepção de que os efeitos indesejados eram dose-

dependentes, realizou-se a primeira modificação no conteúdo hormonal das 

formulações, com redução da dose de estrogênio de 50 µg para 30-40 µg por 

comprimido. Estes medicamentos são conhecidos como contraceptivos de segunda 

geração (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; MERKATZ, TOKAY e SITRUK-

WARE, 2009). Mesmo com os frequentes enfrentamentos pela oposição da Igreja, 

de problemas de saúde surgidos com o uso dos COCS, da mudança sensível no 

padrão de fecundidade das famílias, foram vendidas e consumidas, em 1970, cerca 

de 6,8 milhões de cartelas de COCS (PEDRO, 2003). 

Na década de 80, observou-se um aumento no consumo de COCS (40,9 

milhões de cartelas). O crescente uso de preparações bifásicas e trifásicas, 

denominadas contraceptivos orais de baixa dose ou de terceira geração reduziu 
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ainda mais a dose de esteróides, permitindo a mesma eficiência com redução dos 

efeitos adversos (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; MERKATZ, TOKAY e 

SITRUK-WARE, 2009).  

Atualmente, o crescimento no poder aquisitivo, a elevação da participação da 

mulher no mercado de trabalho e o controle da fertilidade para o desenvolvimento 

profissional feminino, são as principais razões apontadas para a elevação na 

demanda do país por COCS (PEDRO, 2003). Dados publicados em 2004 por cinco 

países europeus (França, Alemanha, Itália, Espanha e Reino Unido) sugerem que 

cerca de 19-45% das mulheres com idade entre 15-49 anos são usuárias de  

contraceptivos orais (BAYER, 2007).  

Atualmente o baixo conteúdo estrogênico dos COCS entre 20-35 µg 

/comprimidos tem provocado menor incidência de efeitos colaterais, do que as 

preparações que continham quantidades entre 50-150 µg de 

etinilestradiol/comprimido (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 

Acredita-se que as doses disponíveis atualmente no mercado são as menores doses 

possíveis capazes de proporcionar uma anticoncepção confiável e reversível 

(KASSAB, 2001; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006). 

 

2.2. Tipos de contraceptivos hormonais de uso oral 

Os contraceptivos hormonais de uso oral podem ser classificados de acordo 

com sua formulação. Os COCS compõem-se de um estrogênio em associação a 

uma progestina, já a “minipílula” é constituída por uma progestina isolada (BRASIL, 

2011). 

Os COCS atuam basicamente por meio da inibição da ovulação, além de 

provocar alterações nas características físico-químicas do endométrio e do muco 

cervical. São métodos muito eficazes quando usados de forma correta, sendo que a 

taxa de falha pode ser da ordem de 0,1%, no primeiro ano de uso (BAYER, 2007; 

YASMIN, 2009; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; BRASIL, 2011).  
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Os COCS são formulações que contêm dois hormônios sintéticos em 

combinação, um estrogênio associado a uma progestina, semelhantes aos 

produzidos pelo ovário da mulher (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; BRASIL, 

2011).  

Os COCS dividem-se ainda em formulações monofásicas, bifásicas e 

trifásicas. As preparações monofásicas são as mais comuns. Quantidades fixas 

de estrogênio e progestina estão presentes em todas as unidades, que apresentam 

a mesma composição e dose, e que devem ser ministradas diariamente. Estão 

disponíveis comercialmente em embalagens de 21 ou 22 comprimidos ativos, cujo 

uso deve ser seguido por um período sem o medicamento. Em algumas 

apresentações as embalagens contêm, além dos comprimidos ativos, 6 ou 7 a mais, 

contendo apenas os ingredientes inertes, para completar os 28 comprimidos 

(BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; FUCHS e WANNMACHER, 1998). 

Preparações bifásicas ou trifásicas contêm dois e três tipos de 

comprimidos, respectivamente, com quantidades variáveis de ingredientes ativos, 

que devem ser ministrados em diferentes momentos, durante o ciclo de 21 dias. A 

redução da quantidade de esteróides administrados permitiu mimetizar as flutuações 

de estrogênio e de progestina ao longo do ciclo menstrual (FUCHS e 

WANNMACHER, 1998; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). Para facilitar a 

administração, a indústria farmacêutica desenvolveu cartelas contendo comprimidos 

de diferentes cores que devem ser tomados na ordem indicada na embalagem. 

Entretanto, as formulações bi e trifásicas não parecem acarretar nenhuma vantagem 

em relação às monofásicas (FUCHS e WANNMACHER, 1998).  

As apresentações “modernas” ou “de baixa dose” são preparações 

monofásicas contendo 35 µg ou menos de um estrogênio. A dose de progestina é 

mais variável devido à diferença de atividades entre os compostos utilizados 

(FUCHS e WANNMACHER, 1998; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). Diversos 

estudos demonstram que os contraceptivos orais de baixa dose apresentam a 

mesma eficácia do que os com doses maiores (BACHMANN, et al., 2004; 

GRUBER, et al.; 2006; YONKERS, et al., 2005; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006).   
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2.3. Mecanismos de ação dos contraceptivos orais combinados (COCS) 

A associação, etinilestradiol e drospirenona, desenvolvida para administração 

oral diária por mulheres na prevenção da concepção, apresenta mecanismo de ação 

baseado na supressão da ovulação (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 

2007).  

O estrógeno atua suprimindo a liberação do hormônio folículo estimulante 

(FSH) da hipófise durante a fase folicular do ciclo menstrual, o que contribui para o 

desenvolvimento folicular deficiente. Os níveis elevados de estrogênio deflagram o 

pulso de hormônio luteinizante (LH) no meio do ciclo, necessário para a ovulação 

(BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 

O que garante à progestina eficácia contraceptiva é a sua capacidade nítida 

em reduzir a frequência dos pulsos de hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) 

no sistema vascular hipotalâmico-hipofisário. Esta redução compromete a frequência 

adequada de pulsos de hormônio luteinizante (LH), que é essencial para a ovulação 

(BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 

A combinação estrógeno/progestina reduz, em termos sinérgicos, os níveis 

plasmáticos de gonadotrofina (LH e FSH), suprimindo a ovulação de forma mais 

eficiente. Medidas dos níveis de hormônios plasmáticos indicam que o FSH e o LH 

são sensivelmente reduzidos. Não existindo pulso de LH no meio do ciclo, ocorre 

redução dos níveis de esteróides endógenos, e consequentemente, a ovulação é 

impedida (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; ELANI 28, 2009; 

ELANI CICLO, 2009). 

A eficácia dos COCS é ainda reforçada pela modificação na consistência e 

propriedades do muco cervical e na mobilidade nas trompas de Falópio, importante 

na sobrevida, deslocamento e penetração do espermatozóide, ou no transporte 

ovular (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; ELANI 28, 2009; ELANI 

CICLO, 2009). 
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2.4. Propriedades físico-químicas 
 
2.4.1. Etinilestradiol 

É quimicamente denominado de 19-Nor-17α-pregna-1,3,5(10)-trien-20-ine-3,17β-

di-ol (Figura 3). Apresenta fórmula molecular C20H24O2 e massa molecular 296,4 

g/mol (MARTINDALE, 2009; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011). Apresenta 

pKa 10,24 e teor de pureza entre 97 e 102% (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009; 

UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011). É um estrógeno esteróide sintético, ou 

semi-sintético. É ativo por via oral e empregado em anticoncepcionais combinados. 

Apresenta um grupamento etinila no carbono 17, que o protege da inativação pelo 

fígado (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; KASSAB, 2001). 

 

  

Figura 1. Fórmula estrutural do etinilestradiol (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009; UNITED STATES 
PHARMACOPEIA, 2011). 

É um pó cristalino branco a levemente amarelado, inodoro. Apresenta ponto 

de fusão entre 180-186°C. É praticamente insolúvel em água, facilmente solúvel em 

etanol e solúvel em soluções alcalinas (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). 

 

2.4.2. Drospirenona  

Apresenta fórmula molecular C24H30O3, massa molecular de 366,5 g/mol, 

sendo denominado quimicamente: (6R, 7R-8R, 9S, 10R, 13S, 14S, 15S, 16S, 17S) -

1, 3’, 4’, 6, 6a, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 - 15, 15a, 16- hexadecaidro- 10- 13-

dimethilspiro- [17h -diciclo -propa [6,7:15,16] ciclopenta [α] fenantrene-17,2’ (5’H) -

furano]-3,5’ (2H) -diona (Figura 4) (MARTINDALE, 2009; UNITED STATES 

PHARMACOPEIA, 2011).  
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Figura 2. Fórmula estrutural da drospirenona (MARTINDALE, 2009; UNITED STATES 
PHARMACOPEIA, 2011). 

É um pó branco a amarelado, inodoro. Apresenta ponto de fusão entre 198 e 

203ºC. Praticamente insolúvel em água e hexano, levemente solúvel em etanol e 

acetato de etila, solúvel em metanol e acetona, muito solúvel em diclorometano 

(MARTINDALE, 2009; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011).  

 

2.5. Farmacocinética 

 

2.5.1. Estrogênio 

 Etinilestradiol 

O etinilestradiol administrado por via oral é, rápida e completamente 

absorvido, uma vez que a substituição etinila na posição C17 inibe o metabolismo 

hepático de primeira passagem, resultando em uma biodisponibilidade oral média de 

aproximadamente 45% (YASMIN, 2009; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 

Sua via primária de biotransformação envolve a 2-hidroxilação e subsequente 

formação dos correspondentes 2-metil e 3-metil éteres. Vários estudos demonstram 

que sua fase de eliminação varia de 13 a 27 horas, sendo excretado como 

conjugado glicuronídeo e sulfato, na urina e nas fezes (BAYER, 2007; BRUNTON, 

LAZO e PARKER, 2007). Os níveis séricos máximos de 54 a 100 pg mL-1 são 

alcançados entre 1 e 2 horas (Tabela 1). Foi demonstrado que a ingestão 
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concomitante de alimentos reduz a biodisponibilidade do etinilestradiol em cerca de 

25% dos indivíduos estudados (BAYER, 2007; YASMIN, 2009). 

 

2.5.2. Progestina 

 Drospirenona 

Quando administrada por via oral, é rápida e quase totalmente absorvida. Os 

níveis séricos máximos do fármaco, de aproximadamente 37 ng/mL, são alcançados 

entre 1 e 2 horas após a ingestão de uma dose única (Tabela 1). Sua 

biodisponibilidade está compreendida entre 76 e 85% e não sofre influência da 

ingestão concomitante de alimentos (ELANI 28, 2009; ELANI CICLO, 2009; 

YASMIN, 2009). 

A drospirenona é extensamente metabolizada no fígado antes da eliminação. 

Somente traços são excretados inalterados na urina ou fezes. Os dois principais 

metabólitos encontrados no plasma são a forma ácida da drospirenona, e a 4,5-

diidrodropirenona-3-sulfato. Esses metabólitos são farmacologicamente inativos e 

são formados sem envolvimento das enzimas do citocromo P450 (CYP) (BAYER, 

2007). 

 

Tabela 1.  Parâmetros farmacocinéticos do etinilestradiol (0,02 mg)  e drospirenona (3 mg) após a 
administração oral  em mulheres caucasianas (BAYER, 2007). 

Drospirenona Dia 1 Dia 21 

Cmax (µg /L) 38,4 70,3 

tmax (h) 1,5 1,5 

AUC24(µg  h/L) 268 763 

t1/2 (h) ND 30,8 

Etinilestradiol Dia 1 Dia 21 

Cmax (µg /L) 32,8 45,1 

tmax (h) 1,5 1,5 

t 1/2 (h) 108 220 

 Cmax-  concentração sérica máxima                                          tmax- tempo para alcançar a Cmax  

 ND - não determinado 

 AUC24 – área sob a curva de tempo/concentração sérica do ponto zero até 24h após a administração 
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 Propriedades antimineralocorticóide e antiandrogênica 

O que despertou interesse para o desenvolvimento de hormônios destituídos 

de atividade mineralocorticóide foi a observação de que os contraceptivos, até então 

disponíveis no mercado, apresentavam efeitos indesejáveis, acarretando retenção 

de sódio e água em mulheres que os utilizavam (BAZOTTE, SCHELEICHER e 

MARCON, 2005). A observação de que algumas espironolactonas bloqueiam os 

efeitos dos mineralocorticóides, levando à síntese de antagonistas específicos para 

os receptores mineralocorticóides (BAZOTTE, SCHELEICHER e MARCON, 2005; 

CARDOSO, FONSECA e COSTA, 2003; NAROD, et al., 2002), conduziu ao 

desenvolvimento da drospirenona. 

Denominada como uma progestina sintética, com perfil semelhante ao da 

progesterona, apresenta propriedade antimineralocorticóide e antiandrogênica, 

sendo, porém destituída de atividades glicocorticóides (BAYER, 2007; BAZOTTE, 

SCHELEICHER e MARCON, 2005, YASMIN, 2009; ELGER, et al., 2003;  

KRATTENMACHER, 2000). 

A drospirenona foi desenvolvida, visando inicialmente reduzir a retenção de 

líquidos, entretanto, outros benefícios relevantes como menor retenção lipídica e 

diminuição dos sintomas da síndrome pré-menstrual, foram observados 

(BAHAMONDES, et al., 2007; BAYER, 2007; ELANI, 28; YASMIN, 2009, KLIPPING 

e MARR, 2005; KRATTENMACHER, 2000; PEARLSTEIN, et al., 2005; YONKERS, 

et al., 2005). A drospirenona apresenta ainda, baixa afinidade de ligação pelo 

receptor androgênico, além de atividade antiandrogênica, o que proporciona uma 

redução nas lesões acnêicas e produção sebácea, e na quantidade de pelos no 

buço, queixo e tórax. Este fato é explicado pelo mecanismo de supressão do LH e 

consequente redução da síntese de andrógenos ovarianos (testosterona e 

androstenediona) (BAHAMONDES, et al., 2007; BAZOTTE, SCHELEICHER e 

MARCON, 2005; ELANI CICLO, 2009; YASMIN, 2009; ELGER, et al., 2003; 

KRATTENMACHER, 2000).  
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2.6. Interações medicamentosas 

Muitos problemas estão relacionados à utilização concomitante de 

contraceptivos orais e outros fármacos. São observados desde problemas de ordem 

clínica, até a gravidez indesejada. Para minimizar as interações medicamentosas, 

uma das medidas é esclarecer dúvidas da usuária garantindo assim, a total 

compreensão da administração adequada e segura (BRASIL, 2011).    

Para que sejam evitadas interações medicamentosas entre COCS, 

principalmente com outros fármacos de uso continuo, devem ser indicados às 

pacientes métodos alternativos de contracepção ou, se necessário, do ajuste da 

dose do contraceptivo (AMARAL, VISCOLA e BAHAMONDES, 2006; BRASIL, 2011; 

NICOLINI, et al., 2008; OGA e BASILE, 1994; SOUZA, MEIRA e COSTA, 2005. 

Certos fármacos são capazes de reduzir a eficácia anticonceptiva quando 

administrados concomitantemente com os COCS, estimulando a biotransformação 

hepática. Assim, fármacos antiepiléticos (DENBY, 2011; OGA e BASILE, 1994), 

antimicrobianos (NICOLINI, et al., 2008; OGA e BASILE, 1994; SOUZA, MEIRA e 

COSTA, 2005), antiretrovirais (AMARAL, VISCOLA e BAHAMONDES, 2006; 

BRASIL, 2011), hipnóticos e barbitúricos (OGA e BASILE, 1994) reduzem o efeito 

contraceptivo e podem levar à gravidez e irregularidade menstrual. 

Outras interações podem ocorrer no sentido inverso isto é, os esteróides 

podem alterar a eficácia de outros fármacos (Tabela 2). 
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Tabela 2. Interações entre fármacos e contraceptivos orais (OGA e BASILE, 1994). 

Agentes Efeitos observados Significância clínica 

Benzodiazepinicos 
Aumento da concentração sérica 

 de benzodiazepínicos 
Ajuste de dose dos 
benzodiazepínicos 

 
Hipoglicemiantes 

 

 
Redução da resposta aos antidiabéticos 

 

 
Maior risco de diabetes 

 

 
Anticoagulantes 

orais 
 

Aumento do efeito do acenocumarol 
Redução do efeito do dicumarol 

Necessidade de adaptação da 
dosagem 

Paracetamol 
Redução da concentração plasmática de 

paracetamol 

 
     Aumento dos efeitos indesejados 

dos estrogênios 
 

Tiroxina 
Aumento da TBG. Diminuição da tiroxina 

livre 
Ajuste de dose da tiroxina 

TBG – Globulina de ligação da tiroxina 

 

 

2.7. Uso clínico e benefícios 

Estima-se que atualmente os COCS evitem milhares de mortes, episódios de 

várias doenças e hospitalizações. Somente nos EUA, cerca de 20% de todas as 

gestantes são hospitalizadas antes do parto devido a complicações e a incidência de 

morte relacionada ao parto. Portanto, a regulação da fertilidade pelos COCS, mesmo 

sem considerar os benefícios adicionais destes fármacos à saúde, é muito mais 

segura do que a gravidez ou o parto para a maioria das mulheres (BRUNTON, LAZO 

e PARKER 2007).   

 

2.7.1. Controle do ciclo menstrual 

A literatura tem revelado que a eficácia contraceptiva de COCS está 

associada a um efeito positivo no padrão de sangramento (BACHMANN, et al.; 

2004; BAYER, 2007; GRUBER, et al., 2006; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006).    

Os contraceptivos orais apresentam grandes benefícios relacionados à 

menstruação na maioria das usuárias. O controle de ciclo é um importante fator na 

escolha e aderência ao uso de COCS, diminuindo notadamente a incidência de 

amenorréia, ciclos irregulares, sangramento intermenstrual e consequentemente, a 

anemia ferropriva (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 
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2.7.2. Sintomas emocionais e físicos da síndrome disfórica pré-menstrual 

(SDPM) 

É conhecido o fato de que alguns hormônios ovarianos são capazes de 

modular os sistemas neurotransmissores no cérebro, sendo responsáveis pelos 

sintomas afetivos ligados ao ciclo menstrual. O tratamento apropriado utilizando 

COCS têm sido de profundo interesse em pesquisas sobre o alívio de sintomas da 

SDPM. Estima-se que pelo menos 75% das mulheres podem apresentar um ou mais 

sintomas durante o ciclo menstrual normal (BAYER, 2007; STEINER, 2000)  . 

Os sintomas associados com a SDPM são numerosos, e se caracterizam pela 

recorrência cíclica de sintomas psicológicos, comportamentais e físicos, incluindo 

irritabilidade, variação de humor, dificuldade de concentração, cefaléia, distensão 

abdominal, mastalgia e outros sintomas relacionados à retenção de líquidos, que 

aparecem após a ovulação e são resolvidos dentro de poucos dias após a 

menstruação (BAYER, 2007; STEINER, 2000). 

Estudos comprovam que usuárias de COCS de baixa dose contendo a 

drospirenona como progestina, apresentam melhora em sua qualidade de vida com 

redução de 47% no total de registro diário de severidade da SDPM (BAHAMONDES, 

et al., 2007; BAYER, 2007; MACHADO, et al., 2010b; PEARLSTEIN, et al.; 2005; 

LOPEZ, KAPTEIN e HELMEHERST; 2010). 

 

2.7.3. Controle da acne 

A acne é iniciada pelo efeito dos andrógenos sobre as unidades 

pilossebáceas resultando em hipersecreção sebácea e oclusão folicular. A terapia 

hormonal na patogênese da acne é, portanto, dirigida a interromper a fase inicial da 

sequência inibindo a formação de pápulas, pústulas e comedões (TAN e DEGREEF, 

2001). 

Estudos realizados com a progestina, com atividade antiandrogênica e 

antimineralocorticóide comprovam os benefícios na acne leve e moderada e na 
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redução do crescimento de pêlos acima do lábio superior e queixo, em mulheres 

jovens (BAYER, 2007; MACHADO, et al., 2010b; VAN VLOTEN, et al., 2002).  

 

2.7.4. Tratamento de ovário policístico 

A síndrome do ovário policístico é caracterizada por um transtorno endócrino 

determinado pela secreção anormal de gonadotrofina, anovulação crônica, 

deficiência do metabolismo glico-insulinêmico, e elevados níveis de andrógenos 

circulantes. Acomete mulheres jovens em idade reprodutiva e se caracterizam pelo 

aparecimento de irregularidades menstruais, infertilidade, obesidade, hirsutismo e 

acne (GUIDO, et al., 2004).  

Como foi anteriormente comentado, os COCS afetam a síntese de 

andrógenos em diferentes níveis. Para o tratamento de ovário policístico, o principal 

mecanismo de ação é a inibição da foliculogênese, tanto pelo resultado da 

supressão da secreção da gonadotrofina pela hipófise como pela influência direta 

sobre a foliculogenêse no ovário (VRBÍKOVA e CIBULA, 2005). 

 

2.7.5. Prevenção da osteoporose 

Os COCS têm elevada eficácia na manutenção da massa óssea antes da 

menopausa. Algumas variáveis tais como idade, tabagismo, duração do uso, função 

menstrual, doenças endócrinas e exercício físico podem tornar difícil a avaliação de 

sua eficácia na prevenção da osteoporose. No entanto, resultados de estudos 

publicados sugerem que o uso de contraceptivos orais na pré-menopausa está 

associado  a maior densidade óssea (2-3%) (PRIOR, et al., 2001). 

 

2.8. Considerações sobre os efeitos nocivos dos contraceptivos 

Uma das preocupações dos pesquisadores que estudam os contraceptivos 

são os efeitos colaterais que podem advir de seu uso. São atribuídos à utilização de 
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tais medicamentos desde as mais simples manifestações como ansiedade, náuseas, 

alteração de humor, aumento de peso corpóreo, cefaléia e retenção hídrica, até 

sérias complicações vasculares cerebrais, efeitos carcinogênicos e alterações 

metabólicas (BAYER, 2007). No entanto, se observa uma ampla utilização dos 

COCS ao longo dos anos por mulheres do mundo inteiro. Desde que foram 

introduzidos no mercado, os contraceptivos sofreram diversas modificações em suas 

formulações na tentativa de reduzir riscos associados ao seu uso. Estudos recentes, 

efetuados com formulações de baixa dose evidenciam menores efeitos indesejáveis 

quando comparados às formulações com altas doses hormonais (BACHMANN, et 

al., 2004, BAYER, 2007; GRUBER, et al., 2006; ZEHDEN e BOSCHITSCH, 2006). 

Acredita-se que os contraceptivos orais atuais sejam relativamente seguros para 

mulheres sadias, entretanto, há situações em que seu uso é totalmente contra-

indicado (KASSAB, 2001; WHO, 2004). 

Nos últimos 20 anos foram publicados, em âmbito mundial, muitos artigos 

onde são analisados os fatores associados ao maior risco de complicações durante 

o uso dos COCS. A incidência de efeitos negativos e complicações graves tornam-

se muito reduzidas se o método for utilizado apenas por mulheres sem fatores de 

risco. Para a redução dos perigos à saúde com o uso dos COCS, mudanças nas 

características das usuárias devem ser tão ou mais importantes quanto as 

mudanças nas dosagens hormonais (KASSAB, 2001) . 

 

2.8.1. Efeito carcinogênico 

 Carcinoma de mama 

Apesar da discordância de alguns autores (BRUNTON, LAZO e PARKER, 

2007; MARCHBANKS, et al., 2002), numerosos estudos demonstram que o uso por 

tempo prolongado de contraceptivos aumenta em 25% a possibilidade de carcinoma 

de mama em mulheres, persistindo certo aumento do risco em até 10 anos após a 

interrupção do uso. Mulheres na faixa de 35-45 anos apresentam um maior risco, 

principalmente quando a utilização de contraceptivos se iniciou antes dos 30 anos 

(NAROD, et al., 2002; PAULINELLI et al., 2003; PINHO, COUTINHO, 2007; 

TESSARO, et al., 2001). A explicação biológica para esse efeito é que os COCS 
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aumentam a proliferação de células epiteliais normais e também de células 

malignas, quando presentes no tecido mamário (PRIOR, et al., 2001). 

 Câncer endometrial 

Resultados de estudos recentes sugerem que COCS estão associados à 

redução, em 50%, da incidência de riscos de carcinoma endometrial (BRUNTON, 

LAZO e PARKER, 2007). Acredita-se que a redução da incidência se deva à 

inclusão da progestina capaz de neutralizar a proliferação de células induzida pelo 

estrogênio durante todo o ciclo (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007).  

A formulação não é considerada fator de risco. Em mulheres que fazem uso 

de COCS, o fator tempo de utilização é primordial na redução da incidência de casos 

de câncer endometrial. Pacientes que os utilizam por pelo menos 12 meses por 

exemplo, tem cerca de metade do risco de desenvolver câncer endometrial quando 

comparadas a mulheres que nunca os utilizaram (BRUNTON, LAZO e PARKER, 

2007). 

 Câncer cervical 

Para avaliar a relação entre o uso de contraceptivos orais e o risco de câncer 

invasivo do colo uterino, a literatura disponibiliza estudos que fornecem  evidências 

de que o uso prolongado de contraceptivos orais pode provocar o câncer no epitélio 

uterino. Entretanto, é necessário uma cuidadosa avaliação, já que outros fatores tais 

como o tabagismo, atividade sexual desprotegida, HPV positivo e infecções genito 

urinárias, podem potencializar o risco de câncer invasivo (CASTELLSAGUÉ e 

MUNÕZ, 2003; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; SMITH, et al., 2003). 

 Câncer de ovário 

O uso de contraceptivos orais e a gravidez apresentam efeito protetor contra o 

desenvolvimento de câncer de ovário. A capacidade de redução do risco está 

relacionada à duração do tratamento, e está entre 20%, para pacientes que 

utilizaram contraceptivos durante 3 anos e entre 60% para pacientes que os 

utilizaram por 6 ou mais anos. Embora o efeito favorável contra o risco de câncer de 
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ovário persista por pelo menos 10-15 anos, em média, as mulheres recebem o 

diagnóstico da doença até 17 anos após cessado o uso de COCS (MODAN, et al., 

2001; SHILDKRAUT, et al., 2002). 

Em estudo recente realizado por SCHILDKRAUT et al. (2002) foi concluído que 

as formulações com pequenas doses estrogênicas têm potênciais menores e, 

portanto, são susceptíveis a produzir um efeito reduzido sobre o risco de câncer de 

ovário. Entretanto, no mesmo trabalho o autor apoia a hipótese de que os efeitos 

sobre a apoptose no epitélio ovariano estejam relacionados com a progestina. 

A administração de um agente contraceptivo oral deve ser considerado, em 

pacientes que apresentam riscos hereditários (mutações BRCA1 ou BRCA2), na 

prevenção do desenvolvimento de câncer de ovário, embora não tenha sido 

determinada a formulação específica a ser recomendada ou a idade em que o 

tratamento deva começar (MODAN, et al., 2001; NAROD, et al., 2002). 

 Tumores hepáticos 

Os COCS são responsáveis pelo desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. 

Os riscos de desenvolvimento da doença são elevados, ou seja, em 4,4 vezes em 

mulheres saudáveis, com idade superior a 30 anos e que fazem uso de 

contraceptivos durante 8 anos ou mais (TAO, 1991; ROSSI, et. al., 2009).  

O mecanismo de ação do estrogênio associado à progestina ainda é pouco 

elucidado, sabe-se porém, que os esteróides induzem à colestase aumentando a 

exposição do fígado à estimulação mitogênica (KASSAB, 2001). As progestinas, 

além de serem estruturalmente similares aos esteróides anabólicos androgênicos, 

responsáveis por um alto índice de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, 

são indutores enzimáticos, o que aumenta a carcinogenicidade (TAO, 1991). 
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2.8.2. Distúrbios vasculares 

Com objetivo de minimizar risco de tromboembolismo venoso nas usuárias de 

COCS, seus efeitos sobre o sistema hemostático vêm sendo exaustivamente 

estudados (FERREIRA, et al., 2000). 

Foi observado que vários fatores da hemostasia são alterados pelo uso de 

COCS. Tal alteração aponta para uma maior atividade dos sistemas de coagulação 

e fibrinólise, implicando em um aumento na formação e degradação de fibrina 

(FERREIRA, et al., 2000). 

As alterações nos parâmetros hemostáticos foram atribuídas às elevadas 

doses estrogênicas. A fim de diminuir tais efeitos, a indústria farmacêutica 

desenvolveu formulações mais recentes (COCS de 3º geração), onde as doses de 

estrogênios foram reduzidas para 20-30 µg . Além disso, novas progestinas foram 

desenvolvidas com objetivo de reduzir os efeitos androgênicos (FERREIRA, et al., 

2000; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007). 

Os principais distúrbios vasculares que acometem mulheres usuárias de 

COCS são: o tromboembolismo venoso (TEV), incluindo a trombose venosa 

profunda (TVP) e o tromboembolismo pulmonar (TEP), além de doença cardíaca 

isquêmica, tais como, infarto agudo do miocárdio (IAM) e acidente vascular cerebral 

(AVC) (KASSAB, 2001). 

 Doença tromboembolítica venosa 

Por muito tempo, acreditou-se que os distúrbios vasculares fossem 

claramente associados às doses estrogênicas elevadas nas formulações (COCS 1º 

e 2º geração), e não ao conteúdo de progestina (FERREIRA, et al., 2000; KASSAB, 

2001). 

Estudos recentes sugerem que a incidência de TEV em mulheres que fazem 

uso de COCS de 3º geração é 1,7 vezes maior do que entre as que usam os de 2º 

geração, sendo que a frequência de TEV está relacionada aos primeiros meses de 

uso (BLOEMENKAMP, et al., 1999; KEMMEREN, ALGRA e GROBBEE, 2001). Além 
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disso, a progestina dos COCs é apontada como um importante fator nas desordens 

vasculares arteriais, sendo capaz de modificar o efeito do estrógeno sobre o sistema 

hemostático, aumentando a pressão sanguínea e consequentemente, o risco de 

doenças cardiovasculares (FERREIRA, et al., 2000; JICK e HERNANDEZ, 2011;  

KASSAB, 2001). 

No entanto, a interpretação quantitativa desses dados pode ser influenciada 

por vários fatores, tais como estilo de vida e fatores hereditários. Segundo 

VANDENBROUCKE, et al. (1994) e BLOEMENKANP, et al., (1999), a ocorrência de 

TEV em mulheres jovens que utilizam COCS pode ser elevada em 30 vezes. Essa 

afirmação está fortemente relacionada pela mutação do fator V Leiden, que promove 

a resistência à proteína C reativa, elevando a suscetibilidade à trombose.  

 Doença vascular cerebral 

O AVC em adultos jovens é considerado uma patologia rara, com incidência 

descrita na literatura que varia entre 5 a 10% do total, e que aumenta com a idade 

(YASMIN, 2009). Clinicamente é evidenciado por: cefaléia, déficits focais (motora ou 

sensorial), convulsões e alterações da consciência (MARTINELLI, SACCHI e LANDI, 

1998).  O AVC é dividido em duas categorias: acidente vascular cerebral isquêmico 

(AVEI), que pode ser causado por embolia ou trombose arterial, ou acidente 

vascular cerebral hemorrágico (AVCH) (CARDOSO, FONSECA e COSTA, 2003).  

 Os COCS causam hipercoagulação elevando de forma potencial os fatores de 

riscos para AVEI, através do aumento dos níveis plasmáticos de protombina 

(GUIDO, et al., 2004). Foi evidenciada uma maior incidência de acidente vascular 

cerebral (AVC), associada ao uso de COCS, mas esta estimativa não está 

correlacionada de forma definitiva ao uso de COCS. A hipertensão, fumo, idade, 

obesidade, dislipidemia do diabetes mellitus e o uso de álcool aumentam em cerca 

de seis vezes o risco de AVEI, quando associado à utilização de COCS (CARDOSO, 

FONSECA e COSTA, 2003; DENTALI, CROWTHER e AGENO, 2006; MARTINELLI, 

SACCHI e LANDI, 1998; PETITTI, et al., 1996).  

  Observação importante, feita por alguns autores, foi que mulheres que 

utilizaram COCS de baixa dose ou 3º geração, não apresentaram significante 
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aumento do risco de AVEI e AVC hemorrágico (PETITTI, et al., 1996; SCHWARTZ, 

et al., 1997). 

 Doenças cardiovasculares 

 O uso de COCS é um fator determinante para o desenvolvimento de doenças 

cardíacas, tais como angina, síndrome coronariana aguda, insuficiência cardíaca 

congestiva e IAM, sendo 24% maior quando comparado com mulheres que 

utilizaram placebo durante o estudo realizado (MANSOR, et al., 2003; TANIS, et al., 

2001).  

 A presença de diversos fatores como o tabagismo, dieta, exercício, 

hipertensão, diabetes e o conteúdo estrogênico na formulação, tem grande 

influencia na patogênese das doenças cardiovasculares principalmente no risco de 

IAM (MANSOR, et al., 2003; TANIS, et al., 2001). O sinergismo entre COCS e o 

tabagismo resulta em um aumento 20,8 vezes a probabilidade de desenvolvimento 

de IAM, quando comparado com mulheres sadias (MANSOR, et al., 2003). 

 Estudos realizados por MANN et al., (1975) afirmam que o IAM pouco afeta 

mulheres jovens (2-7 vezes no grupo etário 30-39 anos e de 5-7 vezes no grupo 

etário 40-44 anos) e em idade reprodutiva, entretanto, a taxa de fatalidade é alta. O 

risco relativo de IAM em mulheres está associado principalmente à utilização, em 

curto prazo, de contraceptivos quando comparadas com o grupo de mulheres que 

nunca os utilizaram. 

 O estrógeno tem inúmeras ações que poderiam influenciar o risco de doenças 

coronarianas. Tais ações incluem alteração no metabolismo de lipídios, carboidratos, 

parâmetros de coagulação e de pressão arterial. Entretanto, segundo estudos 

realizados por TANIS, et al., (2001), não existem evidencias significativas no 

aumento de IAM em usuários de COCS de 2º e 3º geração. 
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 2.7.3. Alterações metabólicas  

Muito se tem pesquisado sobre as alterações metabólicas sofridas por 

mulheres em tratamento com vários tipos de COCS combinados. 

  Efeito sobre o metabolismo dos lipídeos 

As alterações no metabolismo dos lípides plasmáticos em mulheres jovens 

sem fatores de risco, que fazem uso de COCS, estão diretamente relacionadas às 

dosagens de estrógeno e de progestina. Estrógenos tendem a aumentar os níveis 

de triglicerídeos e as concentrações de colesterol HDL, enquanto que a progestina 

produz efeitos contrários, reduzindo as concentrações de colesterol LDL, 

neutralizando, portanto, a ação do estrógeno (SANTOS, et al., 2008). 

Vários pesquisadores estudaram o efeito dos COCS de baixa dosagem sobre 

o perfil das lipoproteínas, e concluíram que os níveis de LDL eram significativamente 

reduzidos quando associados a um estrógeno de pequena dosagem (BAYER, 2007; 

KLIPPING e MARR, 2005; MANSON, et al., 2003). Segundo SANTOS, et al., (2008), 

efeitos sobre o metabolismo de lipídios, associados à utilização de COCS de baixa 

dose, foram observados somente em mulheres com mais de 35 anos, quando 

associado ao hábito de fumar.  

  Efeito sobre o metabolismo dos carboidratos 

A redução da tolerância à glicose está associada a um elevado risco de 

doenças cardíacas coronarianas, particularmente em mulheres. Usuárias de COCS 

apresentam uma resposta insulínica aumentada, e este aumento está diretamente 

relacionado à dose e à progestina utilizada. A normalização de tais perturbações na 

homeostase da glicose é mediada através do aumento da secreção de insulina pelo 

pâncreas e a resposta do peptídeo C presente no plasma (SANTOS, et al., 2008). 

  Na literatura foram encontrados estudos nos quais formulações de baixa dose 

apresentam efeitos menores sobre o metabolismo de carboidratos (MACHADO, 

2010a). Entretanto, mesmo com as baixas doses de uso corrente, observou-se que 

a progestina apresentava efeitos metabólicos secundários indesejados quando 
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combinada com estrógeno (BAYER, 2007; BRUNTON, LAZO e PARKER, 2007; 

KRATTENMACHER, 2000; SANTOS, et al., 2008).  

 

2.9.  Metodologia analítica  

 A análise de hormônios esteróides geralmente se dá por meio de dois tipos de 

métodos: os imunoensaios usados rotineiramente para detecção, tais como 

radioimunoensaio e imunoenzimático (SILVA, 2007), e os físico-químicos, por CLAE, 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (CL/EM), cromatografia 

gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG/EM), cromatografia em camada 

delgada acoplada à espectrometria de massas (CCDAE) e EC, empregados para a 

determinação quantitativa destes hormônios (SILVA, 2007). 

 Embora diversos métodos analíticos para a determinação de hormônios 

esteróides, encontrarem-se disponíveis na literatura, muitos métodos são 

vulneráveis à interferência de produtos de degradação e impurezas, à determinação 

de hormônios em associação, o que torna necessário, o desenvolvimento de 

métodos cada vez mais sensíveis (DU, et al., 2009; GOROG, 2004; SANTORO, et 

al., 2002).   

 Nos últimos anos, observa-se uma tendência para o uso da EC e de métodos 

cromatográficos, como importante ferramenta para a análise de hormônios 

esteróides em geral. A utilização da CLAE pode ter ainda uma maior efetividade 

quando associada à outras técnicas (hifenadas) (GOROG, 2004; SILVA, 2007). 

 As técnicas hifenadas, atualmente bastante difundidas, têm proporcionado 

grande êxito na detecção e identificação, com baixo limite de detecção, para a 

análise de hormônios esteróides. Essas técnicas consistem no acoplamento de dois 

equipamentos diferentes, buscando unir requisitos essenciais à determinação e 

quantificação com sensibilidade, seletividade e rapidez (GOROG, 2004; SILVA, 

2007). 

  A literatura tem revelado poucos estudos utilizando técnicas hifenadas 

associadas à CLAE aplicados na determinação de drospirenona em plasma humano 

(BHAUMIK, et al., 2008; CHAMBERS e DIEHL, 2011). Recentemente em estudos 

realizados por PRADAD, BABU e RAMANA (2011) foi utilizado a CLAE para 

determinação de drospirenona em formulação farmacêutica (Tabela 3). 
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Para a determinação de etinilestradiol estão disponíveis na literatura métodos 

empregando a CLAE e técnicas hifenadas associadas à CLAE (SHOU, JIANG e 

NAIDONG, 2004) (Tabela 4), em formulações farmacêuticas (DENISOVA, 

CHISTYAKOV e SADCHIKOVA, 2008; LABAN, et al., 2004; SANTORO, et al., 2002) 

e/ou em plasma humano (TACEY, HARMAN e KELLY, 1994).  

Em estudos recentes, BHUSARI e DHANESHWAR (2012) utilizam para 

determinação simultânea de etinilestradiol e drospirenona em formulações 

farmacêuticas a cromatografia em camada delgada. A separação cromatográfica foi 

realizada utilizando como fase estacionária, uma placa de alumínio previamente 

revestida com gel de sílica 60 F254, solvente constituído por uma mistura de 

tolueno/metanol/ amônia (8:2:0,1) (v/v/v) e detecção em 280 nm.  

Entre os métodos analíticos de separação e identificação de substâncias que 

estão rapidamente se desenvolvendo, destaca-se a EC, técnica de fácil 

implementação, com alta eficiência na separação e análise rápida (SILVA, 2007). 

Nos últimos anos, a determinação de esteróides em formulações farmacêuticas vem 

sendo realizada utilizando-se diferentes tipos de EC, tais como a eletroforese capilar 

de zona (CZE), cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC) e cromatografia 

eletrocinética em microemulsão (MEEKC) (GOROG, 2004). Estas técnicas tem sido 

frequentemente referenciadas na literatura (Tabela 5) pois possibilitam a separação 

e a quantificação de hormônios esteróides.  

A EC, por ser uma técnica analítica ainda recente, é pouco citada na literatura  

para a determinação quantitativa de hormônios esteróides. Na literatura referente à 

drospirenona, não foram encontradas propostas de metodologias analíticas 

empregando EC. O etinilestradiol é o estrógeno mais estudado e com maior número 

de citações em toda literatura, como pode ser visto na Tabela 5. 
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Tabela 3.  Métodos analíticos para a determinação de drospirenona empregando CLAE 

 
 
 

 

Matriz 

 

Coluna 

 

Fase móvel 

 

Detecção 

 

Vazão 

Tempo de 

retenção 

 

Padrão interno 

 

Ref. 

 

Plasma 

CL-SM-SM 

 

Phenomenex® 

(33 x 4.6 mm i.d., 3 µm) 

Formiato de amônia 0,01 

M em metanol (97:3 v/v) 
____ 1,0 mL min 1,22 min Levonorgestrel (BHAUMIC, et al., 2008) 

Plasma 

UPLC-SM-SM 

Acquity® UPLC BEH C18 

(2,1 X 50 mm i.d., 1,7 µm) 

1) 0,1%  Ác. fórmico/ H20 

2) Metanol em gradiente 
____ 0,6 mL min 1,68 min ____ (CHAMBERS e DIEL, 

2011) 

 

Formulação 

farmacêutica 

CLAE 

 

Symmetry C18  

(250X4.6 mm, 5µm) 

 

Metanol 1%/Ac. orto 

fosfórico 

(54.5:45.5) 

252 nm 1,0 mL min 8,35 min ____ (PRADAD, BABU e 
RAMANA, 2011) 
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Tabela 4. Métodos analíticos para determinação do etinilestradiol empregando CLAE 

 

Matriz 

 

Coluna 

 

Fase móvel 

 

Detecção 

 

Vazão 

Tempo de 

retenção 

Padrão 

interno 

 

Ref. 

Formulação  

farmacêutica 

LiChrospher® 100  C8 

(125x4.0 mm i.d., 5 µm) 

MeCN:H2O (60:40 v/v) 

MeCN:H2O (50:50 v/v) 
UV-215 nm 0,8 mL min 

2.81 min 

4.85 min 
___ (SANTORO, et al., 2002) 

Formulação  

farmacêutica 

Water Symmery Shield® 

C18  

(150x4,6mm i.d., 5 µm) 

MeOH:H2O (80:20 v/v) UV-220 nm 1,0 mL min 4,74 min 
Acetato de 

ciproterona 
(LABAN, et al., 2004) 

Formulação  

farmacêutica 

Nova-Pak® C18 (150x4.6 

mm i.d., 5 µm) 

MeCN/MeOH/H2O  

(30:20:50 v/v/v) 
UV-215 nm 1,0  mL min 9,70 min ___ 

(DENISOVA, 

CHISTYAKOV e 

SADCHIKOVA, 2008) 

Plasma 

CL-SM-SM 

Phenomenex® C18 

(50X2 mm i.d., 5 µm) 

H2O/MeCN 20:80 (v/v) com 1% 
de ácido fórmico 

___ 

 

___ 

 

2,78 min ____ 
(SHOU, JIANG e 
NAIDONG, 2004) 

Plasma 
Alltech LiChrosorb®  C8  

(250x4.6 mm i.d., 10 µm) 

 

H20/MeCN/metil butil éter  

(65:35:10v/v/v) 

 

___ 2,0 mL min 9,50 min _____ 
(TACEY, HARMAN, 

KELLY, 1994) 

Formulação 

farmacêutica 

CLAE 

Waters µPorasil silica 

column (30 cm X 3.9 mm 

i.d., 10µm) 

2 propanol/ciclohexano 

(1,5:98,5) 

Fluorescência 

 λex 280 nm 

λem 310 nm 

1,5 mL min 7,20 min _____ 

 
(JOHNSTON, 1981) 

Esgotos sanitários 

CLAE 
(C18 250 X 4.6 mm, 5µm) MeCN/H2O (48:52) 

Fluorescência 
λex 280 nm 

λem 310 nm 

1,0 mL min 8,40 min _____ (ARAUJO, 2006) 
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Tabela 5.  Métodos analíticos para determinação de etinilestradiol por EC  

 

Matriz 

 

Método 

 

Eletrólito 

 

pH 

 

Kv 

Tempo de 

retenção 

 

Detecção 

 

Padrão interno 

 

Ref. 

Formulação 

Farmacêutica 
MEKC TBS 20 mM MeCN 

30% SDS 15 mM 
9,2 25 Kv 7,0 min UV -197 nm ___ (BERZAS, et al., 1999) 

Formulação 

Farmacêutica 
MEKC TBS 20 mM MeCN 

30% SDS 15 mM 
9,2 25 Kv 7,0 min UV-197 nm ___ (BERZAS, et al., 1999) 

Formulação 

Farmacêutica 
NACE 

20 mM de acetato de amônia 

10 mM SDS em MeOH 
___ 28 kv 21,0 min UV-220 nm Tamoxifeno (DU, et al., 2009) 

Formulação 
Farmacêutica 

MEKC 

 

TBS 10 mM MeCN 

22,5% SDS 20 mM 

 

9,2 25 Kv 5,5 min UV-200 nm ____ 

 
(SILVA, 2007) 

Formulação 
Farmacêutica 

MEEKC 

0,5% Ac. de etila 0,6% 

butanol 0,6% SDS 15% 

etanol TBS 12 mM 

9,2 18 Kv 2,4 min 
UV-200 e 

247 nm 
____ (SILVA, 2007) 

Formulação 
Farmacêutica 

CEC 
5 mM acetato de amônia em 

metanol 
----- 12 Kv 14,0 min UV-254 nm ___ 

 

(CHANKVETADZE, et al., 2003) 

 

Padrões de 

referência 
MEKC 

20 mM CAPS 25 mM SDS 

15% MeCN 
11,5 25 Kv 12,0 min UV-200 nm ____ 

(FOGARTY, REGA e 

DEMPSEY, 2000) 
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3. TÉCNICAS ANALÍTICAS 

 

3.1. Análise térmica 

A análise térmica é definida como um grupo de técnicas por meio das quais 

uma propriedade física da substância e seus produtos de reação são medidos em 

função da temperatura ou tempo, enquanto a substância é submetida a um 

programa controlado de temperatura (SILVA, PAOLA e MATOS, 2007; STORPIRTIS 

et al., 2009).  

O desenvolvimento e fabricação de medicamentos requerem intenso cuidado 

devido à pureza, qualidade e estabilidade dos componentes. As técnicas 

termoanalíticas têm sido utilizadas na indústria farmacêutica com a finalidade de 

caracterizar desde as matérias-primas até produtos finais. Com base em estudos de 

compatibilidade de pré-formulação é possível avaliar uma interação entre os 

componentes ativos e os excipientes, existência de polimorfismo, compostos de 

inclusão e dispersões sólidas, determinação de pureza química, estudos de reações 

no estado sólido, análise de formas farmacêuticas sólidas e no controle de qualidade 

(MAMEDE, et. al., 2006; OLIVEIRA, 2011).  

Neste contexto, a análise térmica constitui um grupo de técnicas de grande 

interesse na área farmacêutica, visto que propicia a obtenção de dados relevantes 

quanto ao comportamento térmico de fármacos e insumos farmacêuticos em tempo 

relativamente curto, os quais são fundamentais para o desenvolvimento de novos 

produtos (STORPIRTIS et al., 2009). 

 As principais técnicas termoanalíticas aplicadas nessa área são a 

termogravimeria (TG), termogravimetria derivada (DTG) e calorimetria exploratória 

diferencial (DSC). 

A termogravimetria (TG) é uma técnica termoanalítica na qual a variação de 

massa de uma amostra (perda ou ganho), é determinada em função da temperatura 

e/ou tempo enquanto a amostra é submetida a um programa controlado de 

temperatura. 

 A termogravimetria derivada (DTG) à derivada primeira da curva TG nos 

quais os degraus são substituidos por picos que delimitam áreas proporcionais às 
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alterações de massas sofrida pela amostra (STORPIRTIS et al., 2009; OLIVEIRA, 

2011).  

 

3.2.  Eletroforese capilar 

  

3.2.1. Princípio do método 

 A eletroforese capilar (EC) foi desenvolvida inicialmente pelo químico sueco 

Arne Tiselius, na década de 1930, para o estudo de proteínas do soro sanguíneo 

(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). É um método de separação baseado na 

diferença de velocidades, nas quais os íons do analíto migram sob a influência de 

um campo elétrico de corrente contínua. As separações são baseadas nas 

diferenças das relações carga-tamanho dos vários analítos em uma amostra. 

Quanto maior esta razão, mais rápido o íon migra no campo elétrico (SANTORO, et 

al., 2000; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). É aplicada na separação de 

compostos com estruturas muito complexas, tais como, princípios ativos altamente 

polares, biomoléculas de elevada massa molecular e compostos quirais, o que 

caracteriza sua habilidade única em separar macromoléculas de interesse da 

indústria biotecnológica, farmacêutica e de pesquisa em biologia e bioquímica 

(SANTORO, et al., 2000; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). 

  A EC se caracteriza pela simplicidade da instrumentação utilizada. Os 

componentes principais do aparelho são fornecedores de alta voltagem. Um capilar 

de diâmetro estreito (25-100 µm) é preenchido com um eletrólito condutor, que 

passa através do centro óptico de um sistema de detecção e conectado a um 

dispositivo de aquisição de dados (SANTORO, et al., 2000). 

 A Figura 1 apresenta o esquema do funcionamento da EC. Nos recipientes 

contendo solução eletrolítica se encontram os eletrodos conectados à fonte de 

potência. Os círculos brancos representam os íons, as áreas representam as 

massas e os sinais negativos e positivos indicam as cargas. A detecção radial da 

absorção molecular é representada por uma fonte de radiação e um detector 
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acoplado a um computador. No retângulo é mostrado o registro temporal dos sinais 

(GERVASIO, et al., 2003). 

 

 Figura 3. Diagrama esquemático do sistema de eletroforese capilar (GERVASIO, et al., 2003). 

 

 

3.2.2. Tipos de eletroforese capilar 

 Vários são os modos de separação em EC, que apresentam mecanismos 

singulares e seletividade característica. Os principais modos de EC desenvolvidos e 

atualmente aplicados incluem a eletroforese capilar de zona (CZE), em que se 

enquadram a eletroforese capilar em solução livre (FSCE), cromatografia capilar 

eletrocinética micelar (MECK), a eletrocromatografia (CEC) e a eletroforese capilar 

em gel (CGE). Outros modos de CE, também muito utilizados, são a focalização 

isoelétrica capilar (CIEF) e a isotacoforese capilar (CITP) (SANTORO, et al., 2000; 

SILVA, 2007).  

 Eletroforese capilar de zona (CZE) 

 A eletroforese capilar em solução livre (FSCE), como é ainda comumente 

conhecida, é um dos modos de separação eletroforética mais simples. Na prática é 
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utilizada em razão da facilidade de implementação e de otimização das condições 

experimentais (SILVA, 2007). Seu mecanismo de separação está baseado nas 

diferenças apresentadas pela razão massa/carga das espécies analisadas 

(SANTORO, et al., 2000). 

  Em FSCE, o fundamental é a homogeneidade da solução tampão e a força 

constante do campo elétrico por todo o comprimento do capilar. Nesta técnica, uma 

tensão é aplicada sobre um capilar de sílica contendo solução tampão. As moléculas 

são separadas de acordo com o tamanho e o número de grupamentos ionizáveis. A 

separação ocorre como resultado de duas estratégias: maximizar as diferenças 

entre as mobilidades efetivas dos solutos e minimizar as causas de alargamento das 

zonas (SANTORO, et al, 2000). 

 Cromatografia capilar eletrocinética micelar (MEKC) 

Foi introduzida em 1984. Neste tipo de EC a solução tampão contém um 

tensoativo que atua de maneira similar à fase estacionária de uma coluna reversa. 

Agentes tensoativos são introduzidos dentro do capilar em concentração acima da 

concentração micelar crítica, proporcionando um sistema cromatográfico de duas 

fases. As micelas carregadas atuam como fase estacionária, enquanto que o 

eletrólito representa a fase móvel que é transportada eletrosmóticamente sob a ação 

do campo elétrico. Assim, compostos mais hidrofóbicos permanecem na micela 

carregada negativamente, eluindo por último. Compostos mais hidrofílicos, não são 

solubilizados na micela, sendo separados de acordo com a mobilidade eletroforética 

(SANTORO, et al., 2000; SILVA, 2007). 

 FSCE e MEKC com seletores quirais 

Estes tipos de EC são aplicados à compostos quirais de interesse terapêutico. 

A separação é normalmente efetuada por FSCE, utilizando-se seletores quirais. 

Outra forma comumente empregada para obtenção de resoluções quirais é o MEKC 

através da utilização de sistemas micelares estereoespecíficos ou ainda, um sistema 

misto (micela/ciclodextrina) (SANTORO, et al., 2000). 
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A separação pode ser aplicada de modo direto ou indireto. No método indireto 

o seletor quiral reage com a mistura racêmica antes da análise eletroforética 

produzindo dois diasteroisômeros estáveis, que podem então ser separados através 

do sistema eletroforético não quiral. No método direto, o seletor quiral é adicionado 

ao eletrólito. A interação entre o seletor quiral e os enantiômeros ocorre durante o 

processo eletroforético através da formação de diasteroisômeros lábeis (SANTORO, 

et al., 2000).    

 Focalização isoelétrica capilar (CIEF) 

 Neste modo de separação eletroforética, as substâncias anfóteras são 

separadas com base no seu ponto isoelétrico (PI), que corresponde ao valor em que 

a carga efetiva do composto é nula. Compostos com diferentes PI como proteínas, 

peptídeos, aminoácidos e fármacos, podem ser resolvidos por essa técnica.  O 

capilar inteiro é preenchido com a mistura anfólito/amostra, onde se aplica uma 

corrente elétrica. Os anfólitos adicionados criam então, um gradiente de pH forçando 

a migração dos analitos em direção aos seus pontos isoelétricos, onde apresentam 

carga líquida igual a zero. Esta movimentação das moléculas permite sua 

concentração em bandas de migração, de acordo com seu PI específico 

(SANTORO, et al., 2000; SILVA, 2007).   

 Isotacoforese capilar (CITP)  

Técnica fundamentada no mesmo principio da eletroforese de zona na qual a 

separação de espécies iônicas está baseada nas diferenças das mobilidades 

efetivas de cada íon quando submetidos a um campo elétrico. Os capilares são 

preenchidos com um eletrólito denominado “líder”. Os ânions do eletrólito líder 

devem possuir mobilidade efetiva maior do que a de qualquer espécie aniônica 

presente na amostra. O cátion do eletrólito líder também denominado “contra íon” 

deve possuir boa capacidade tamponante no pH de análise. O cátodo é preenchido 

com um eletrólito chamado terminador, contendo ânions que possuam mobilidade 

efetiva mais baixa do que a de qualquer outra espécie aniônica presente 

(SANTORO, et al., 2000). A separação deve ocorrer entre o eletrólito líder e o 

terminador, e está baseada nas mobilidades individuais dos analitos (SILVA, 2007). 
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 Eletroforese capilar em gel (CGE) 

É utilizada na separação de compostos iônicos de alta massa molecular pelo 

mecanismo de peneira molecular. A CGE está baseada nas diferenças dos 

tamanhos dos solutos que migram através de uma estrutura polimérica do capilar 

preenchido com gel (SANTORO, et al., 2000; SILVA, 2007). 

 Eletrocromatografia capilar (CEC) 

É uma técnica híbrida que combina alta eficiência da EC com alta seletividade 

da cromatografia em fase líquida de alta eficiência (CLAE) (SILVA, 2007). A 

separação baseia-se, simultaneamente, em processos eletroforéticos e interações 

cromatográficas como partição, adsorção e permeação em gel por meio de um  

capilar (SANTORO, et al., 2000). Em CEC, a fase móvel é conduzida por um fluxo 

eletroosmótico (EOF) através do capilar. São utilizadas, fases móveis e 

estacionárias típicas de CLAE que proporcionam as interações essenciais para 

realização das separações. Como consequência, a seletividade de analítos 

neutros, tanto em CEC como em CLAE, é similar (SILVA, 2007). 

 Cromatografia eletrocinética em microemulsão (MEEKC) 

 Microemulsões são soluções contendo gotículas nanométricas dispersas em 

um liquido imiscível. As microemulsões mais utilizadas como meios de separação 

são formadas por gotas de óleo dispersas num líquido imiscível, já que existe tensão 

superficial entre eles. Para reduzir a tensão superficial entre as duas camadas 

líquidas, as gotículas de óleo são revestidas com um tensoativo. Com o objetivo de 

promover a estabilidade da microemulsão utiliza-se o butanol, que reduz a tensão 

superficial para próximo de zero (SILVA, 2007). 

 A MEEKC utiliza tampões de microemulsões constituídos por gotículas de 

óleos, minúsculas e imiscíveis, suspensas em tampão aquoso. Os solutos sofrem 

partição entre as gotículas de óleo e a fase aquosa do tampão. Os compostos não 

solúveis em água favorecem uma melhor inclusão nas gotículas de óleo do que no 

tampão aquoso. Solutos hidrofóbicos se acoplam, mais frequentemente, na gotícula 

de óleo do que os solutos solúveis em água (SILVA, 2007). 
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3.3. Cromatografia em fase líquida de alta eficiência  

 A cromatografia foi inicialmente utilizada e assim denominada pelo botânico 

russo Mikhail Tswett em 1906, que descreveu suas experiências na separação dos 

componentes de extratos de folhas (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006). É um 

método físico-químico que tem como objetivo separar componentes muito 

semelhantes em misturas complexas (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2006; 

SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).  

A larga utilização da CLAE deve-se a sua grande sensibilidade, fácil 

adaptação para determinações quantitativas, adequação à separação de espécies 

não voláteis ou termicamente lábeis e acima de tudo, sua ampla aplicabilidade em 

substâncias de grande interesse para a indústria e para muitos campos da ciência 

(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002).  

A separação dos componentes de uma mistura por meio da CLAE é realizada 

através da distribuição desses componentes, em duas fases, que estão em contato 

íntimo. Ocorre como consequência da diferença de mobilidade, entre a fase móvel, 

que passa sob pressão através de uma fase estacionária imiscível fixa colocada na 

coluna ou em uma superfície sólida. As duas fases são escolhidas de maneira que 

os componentes da amostra se distribuam entre a fase móvel e a estacionária em 

diferentes graus. Os componentes que são mais fortemente retidos na fase 

estacionária movem-se muito lentamente no fluxo da fase móvel. Ao contrário, os 

componentes que se ligam mais fracamente à fase estacionária, movem-se mais 

rapidamente. Como consequência, os componentes das amostras se separam em 

bandas ou zonas discretas que podem ser analisadas qualitativa e quantitativamente 

(SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). 

O cromatógrafo líquido é constituído por um sistema de distribuição de 

solvente, uma válvula de injeção de amostra, uma coluna sob alta pressão, um 

detector, um forno para controle da temperatura da coluna e um computador capaz 

de controlar o sistema e apresentar resultados (Figura 2).  
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Figura 4. Representação esquemática do equipamento para cromatografia em fase  líquida de alta 
eficiência (SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002). 

  

A qualidade de uma bomba de alta pressão para a CLAE é definida pela 

estabilidade e reprodução que ela produz. A bomba deve proporcionar ao sistema 

uma vazão continua sem pulsos a uma pressão que pode variar de 0,01 a 35 MPa 

(0,1 a 350 bar), possibilitando a eluição da fase móvel a uma vazão adequada. A 

fase móvel não deve corroer qualquer peça ou acessório do sistema. Intervalo de 

vazão deve estar compreendido entre 0,1 a 5 mL min para aplicações analíticas, 

entre 0,05 e 200 µL/min para uso com coluna micropore e capilar e até 100 mL min 

para aplicações preparativas (HARRIS, 2008). 

Os detectores mais empregados em CLAE são os espectrofotômetros no 

UV/VIS. Eles determinam a diferença de absorbância na região do ultravioleta ou no 

visível, sendo, assim, um detector seletivo para moléculas que possuem cromóforos. 

As colunas utilizadas em CLAE são de aço inoxidável e de plástico, com diâmetro 

interno entre 1 a 5 mm, e comprimento variável de 5 a 30 cm. Estas colunas tem um 

custo elevado, portanto a entrada principal deve ser protegida por uma pequena 

coluna (pré-coluna) (HARRIS, 2008). 
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4. OBJETIVOS  

4.1. Objetivo geral  

O objetivo principal desse trabalho foi desenvolver, validar e comparar 

métodos analíticos seguros e eficientes para a identificação e determinação 

quantitativa simultânea da drospirenona e do etinilestradiol em comprimidos 

revestidos.  

4.2. Objetivos específicos   

 Avaliar a estabilidade térmica da formulação utilizando as técnicas TG/DTG e 

DSC. 

 Na Farmacopéia Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2010), são 

reportadas metodologias para determinação quantitativa de drospirenona e 

etinilestradiol separadamente, ou para a associação do etinilestradiol a outras 

progestinas, porém, não há uma metodologia indicada para a separação e 

determinação simultânea destes fármacos em contraceptivos orais combinados, 

utilizando métodos de separação e quantificação por CLAE e EC.  

As metodologias analíticas desenvolvidas e validadas, empregando CLAE e 

EC poderão ser aplicadas em análises de rotina para o controle de qualidade de 

preparações farmacêuticas contendo os dois hormônios selecionados para 

pesquisa. 
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5.2. Material e Métodos 

   5.2.1.  Material 

 

5.2.1.1. Equipamentos 

 Sistema de eletroforese capilar Beckman Coulter MDQ com detector de 

arranjo de diodos e detector UV/VIS e termostatização de amostras (Part. 285400 - 

Beckman Coulter®);  

 Capilar de sílica fundida com: 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 µm d.i. x 375 µm 

d.e.; 31,2 cm (21 cm efetivo) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e. (Polymicro Technologies®); 

 Sistema de cromatografia em fase líquida de alta eficiência, composto por 

“software” controlador LC Wokstation Class-VP (Shimadzu Corporation, Japão); 

controlador de sistema modelo SCL-10Avp (Shimadzu Corporation, Japão); 

degaseificador on line modelo DGU-14A (Shimadzu Corporation, Japão); sistema de 

bombeamento de solvente modelo LC-10Advp (Shimadzu Corporation, Japão); 

injetor automático com loop de 50 L modelo SIL-10 ADvp (Shimadzu Corporation, 

Japão); forno para controlar temperatura da coluna modelo CTO-10ASvp (Shimadzu 

Corporation, Japão); detectores: detector UV-VIS do tipo DAD (diode array detector) 

modelo SPD-M10Avp (Shimadzu Corporation, Japão) e de fluorescência modelo RF-

10Axl;  

 Coluna cromatográfica LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm. 

 Espectofotômetro UV-visível Shimadzu modelo UV-1601 equipado com 

cubetas de quartzo de 1 cm de caminho óptico, acoplado ao computador. 

 pHmetro Digimed®, modelo TE-901; 

 Agitador de tubos (Vortex) 2.500 rpm; 

 Banho de ultra-som Quimis® modelo Q335D  

 Balança analítica AL204 Mettler Toledo®; 

 Aparelho para ponto de fusão, Stuart Scientific®, modelo SMP1; 

 Célula DSC-50 (Shimadzu®);  

 Termobalança modelo STA-409 PC Luxx (Netzsch); 

 Analisador elementar, modelo Elemental Analyzer 2400 CHIN (Perkin Elmer); 
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 Espectrômetro, modelo FTIR Bomem MB100 (Perkin Elmer®); 

 Milli-Q Ultrapore Water Purificaton System®; 

 Membranas filtrantes HV 0,45 µm de poro e 13 mm de diâmetro (Millipore®);  

 Vidraria usual de laboratório 

 

5.2.1.2. Reagentes e solventes 

Os reagentes e solventes empregados na pesquisa foram de grau analítico e 

suas finalidades estão descritas na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Reagentes que foram utilizados no trabalho 

Descrição Finalidade 

Água (purificada através de Milli-Q
®
) 

 

Metanol (MeOH) (J.T. Baker®) 

Preparação de eletrólito, fase móvel, lavagem da coluna e 
preparação de soluções 

 

Preparação da solução estoque 

 

Acetonitrila (MeCN) (J.T. Baker®) Lavagem da coluna, fase móvel (CLAE) 

 

Peróxido de hidrogênio (H2O2 3%) (Merck®) 

 

Teste de estresse 

 

Hidróxido de sódio (NaOH) 1 M (Merck®) 

 

Teste de estresse 

 

Ácido clorídrico (HCl) 1 M (Merck®) 

 

Teste de estresse 

Dodecil sulfato de sódio (SDS) (Sigma-Aldrich®) Preparação da microemulsão (EC) 

 

Tetraborato de sódio (TBS) (Sigma-Aldrich®) 

 

Preparação da microemulsão (EC) 

Hidróxido de sódio (NaOH) 0,1 M (Merck®) 

 

Acetato de etila (Merck®) 

 

Butanol (Sigma-Aldrich®) 

 

Lavagem da coluna (EC) 

 

Preparação da microemulsão (EC) 

 

Preparação da microemulsão (EC) 
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5.2.1.3. Fármacos empregados como substâncias químicas de referência 

Os fármacos empregados como substâncias químicas de referência 

drospirenona (DROSP) (99,8%) e etinilestradiol (ETE)(99,6%), foram gentilmente 

cedidos por uma indústria farmacêutica nacional.  

As amostras das substâncias químicas de referência foram analisadas para 

confirmação da pureza.  

 

5.2.1.4.  Amostras  

Amostra 1:  Comprimido revestido contendo 3,0 mg de drospirenona e 0,03 mg de 

etinilestradiol/comprimido, fabricante “A”, Lote: 09F0705 

Amostra 2: Comprimido revestido contendo 3,0 mg de drospirenona e 0,02 mg de 

etinilestradiol/comprimido, fabricante “B”, Lote: BS005C3 

Amostra 3: Comprimido revestido contendo 3,0 mg de drospirenona e 0,03 mg de 

etinilestradiol/comprimido, fabricante “A”, Lote: 09E0297 

As amostras 1 e 3, embora contenham a mesma concentração e serem do 

mesmo fabricante, apresentam nome comercial e forma de administração diferentes. 

O critério de seleção das amostras foi feito de acordo com sua disponibilidade no 

mercado nacional. A Tabela 7 apresenta os principais COCS comercializados no 

Brasil. 
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Tabela 7. Principais Contraceptivos orais combinados comercializados no mercado nacional  

 

Fonte: Anvisa – Resultado de consulta a banco de dados – medicamentos (ANVISA, 2009)
  

 

5.2.1.5. Placebo 

O placebo foi preparado no Laboratório de Controle Físico e Químico de 

Qualidade de Medicamentos e Cosméticos do Departamento de Farmácia da FCF-

USP. A composição desta formulação foi a estabelecida pelo fabricante, 

empregando as quantidades de excipientes usuais para comprimidos revestidos. A 

Tabela 8 apresenta a composição e a concentração dos excipientes na preparação 

do placebo.  

Tabela 8. Composição do placebo preparado no laboratório 

Descrição Concentração (%) 

Povidona 

Amido 

Croscarmelose sódica 

Estearato de magnésio 

Macrogol 

Hipromelose 

Corante amarelo crepúsculo 

3 

15 

1 

1 

0,3 

2 

0,0001 

Lactose qsp. 100 
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5.2.2.  Métodos 

 

5.2.2.1. Intervalo de fusão 

As amostras das substâncias químicas de referência de etinilestradiol e 

drospirenona foram colocadas em um tubo capilar de vidro com uma das 

extremidades selada até cerca de 3,0 mm de altura em aparelho convencional de 

ponto fusão. Iniciou-se o aquecimento a uma razão de 5° C min; quando a 

temperatura chegou a 10° C abaixo do inicio da fusão (teórico), reduziu-se a 

velocidade de aquecimento de cerca de 1° C min. A temperatura na qual a coluna da 

amostra funde sobre a parede do tubo em qualquer ponto, é definida como o início 

de fusão, e a temperatura na qual a amostra torna-se completamente líquida, é 

definida como o final de fusão ou o ponto de fusão (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA, 2011). 

 

5.2.2.2.  Análise térmica 

 

5.2.2.2.1.  Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) 

As curvas TG/DTG do etinilestradiol foram obtidas entre 25 e 900°C [razão de 

aquecimento (β) de 10º C min-1], tanto sob atmosfé ra dinâmica de ar sintético como 

de N2 (vazão de 50 mL min-1). No entanto as curvas TG/DTG da drospirenona e das 

misturas foram obtidas no intervalo de temperatura de 25 a 700º C [razão de 

aquecimento (β) de 10º C min-1] sob atmosféra dinâmica de ar sintético (vazão de 50 

mL min-1). Resalta-se que, estes resultados foram obtidos utilizando cadinho de  

Al2O3 contendo cerca de 15 mg de amostra.  

 

5.2.2.2.2. Calorimetria exploratória diferencial (DSC)  

As curvas DSC foram obtidas entre 25 a 550°C [razão de aquecimento (β) de 

10º C min-1], sob atmosfera dinâmica de N2 (vazão de 50 mL min-1) utilizando 

cápsula de Al aberta contendo aproximadamente 2,5 mg de amostra.  
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5.2.2.3. Espectrofotometria no ultravioleta (UV) 

A identificação espectrofotométrica do etinilestradiol e drospirenona foi 

realizada mediante a espectroscopia no ultravioleta, realizando uma varredura entre 

190 a 400 nm. O espectro de absorção foi obtido mediante o preparo de uma 

diluição das soluções estoque dos padrões nas concetrações de 5,0 µg mL de 

etinilestradiol e 500,0 µg mL de drospirenona, em metanol (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA, 2011). 

  

5.2.2.4. Análise elementar 

Os teores de carbono e hidrogênio presentes na amostra de referência do 

etinilestradiol foram obtidas em um equipamento Elemental Analisys modelo 2.400 

CHN (marca Perkin Elmer) pertencente a Central Analítica do IQ-USP. 

 

5.2.2.5. Espectroscopia na Região do Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) 

 O espectro de infravermelho da amostra de etinilestradiol foi obtido por um 

espectrofotômetro marca Bomem, modelo MB102, pertencente a central analítica do 

IQ-USP. O espectro de infravermelho foi obtido em 25º C e registrados na faixa 

espectral compreendida entre 4000 a 400 cm-1, utilizando o método de pastilhas em 

KBr . 

 

5.2.2.6. Cromatografia em fase líquida de alta eficiência 

 

5.2.2.6.1. Metodologia 

 Preparação da solução padrão: as soluções foram preparadas contendo as 

seguintes concentrações de hormônios: 100,0 µg mL e 2.000,0 µg mL de ETE e 

DROSP, respectivamente.  

Foram pesados exatamente 10,0 mg de etinilestradiol e 20,0 mg de 

drospirenona. Transferiu-se cada massa para balões de 100,0 mL e de 10,0 mL, 
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respectivamente e os volumes foram completados com metanol. Obtiveram-se 

assim, soluções nas concentrações de 100 µg mL e 2.000 µg mL de etinilestradiol e 

drospirenona, respectivamente. 

As soluções estoque de ETE e DROSP foram preparadas diariamente em 

metanol, e homogeneizadas em agitador de tubos (Vortex®) a 2.500 rpm durante 5 

minutos para completa dissolução, e mantidas sob refrigeração.  

 Preparação das amostras comerciais: Foram pesadas em balança analítica 

21 unidades da forma farmacêutica (quantidade correspondente a 1 cartela), das 

amostras 1, 2 e 3. Após a determinação do peso médio, procedeu-se a trituração até 

completa pulverização. 

 Pesou-se exatamente a massa de 265,6 e 268,0 mg das amostras 1 e 3, 

respectivamente e 417,8 mg da amostra 2, e transferiu-se para balões de 10 mL, 

aos quais foi adicionado metanol. A solução foi levada ao banho de ultra-som por 20 

minutos, e em seguida  centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi 

filtrado em seringa através de membrana Milipore®.  

Obteve-se teoricamente, para as amostras 1 e 3  soluções na concentração de 

10,0 µg /mL e 1.000,0 µg /mL de etinilestradiol e drospirenona, respectivamente e 

para a amostra 2, solução na concentração de 10,0 µg mL e 1.500,0 µg mL de 

etinilestradiol e drospirenona, respectivamente. 

 Preparação de solução do placebo: Foi preparada em laboratório 

quantidade de placebo correspondente a 90 unidades da formulação farmacêutica. 

O procedimento adotado para o placebo foi idêntico ao descrito para as 

amostras comerciais. A solução foi levada ao banho de ultra-som por 20 minutos, e 

centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em seringa 

através de membrana Milipore®.  
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5.2.2.6.2. Testes preliminares  

 Otimização dos parâmetros cromatográficos  

Com a finalidade de padronizar uma metodologia eficiente para análise das 

formulações de COCS, alguns testes preliminares utilizando detector UV foram 

desenvolvidos para a escolha do comprimento de onda mais adequado, do sistema 

eluente e das concentrações dos padrões a serem empregados. Também foram 

ajustadas as condições de análise, ou seja, os parâmetros variáveis do 

equipamento. 

Determinação dos espectros de absorção: Foram obtidos empregando soluções 

padrão contendo 5,0 µg /mL de etinilestradiol e 750,0 µg /mL de drospirenona a 

partir da diluição das soluções em MeCN/H2O 50:50 (v/v). 

Fase móvel: Diversos sistemas eluentes binários foram testados em diversas 

proporções empregando MeCN, MeOH e água. Todas as fases móveis foram 

filtradas em membrana para filtração Milipore® (0,45 µm) e desgaseificadas antes do 

uso. 

Vazão: As vazões experimentadas foram aquelas compatíveis com a coluna 

empregada de modo a fornecer a melhor separação e resolução dos picos. Intervalo 

testado: 0,8 mL min a 1,4 mL min. 

Temperatura: A temperatura de trabalho foi de 25 ± 1ºC. 

Volume de injeção: O intervalo testado foi de 20 µL a 40 µL. 

  

5.2.2.6.3. Condições analíticas padronizadas 

Fase estacionária: coluna do tipo LiChroCART® 100RP- C18, 5 µm, (125 x 4 mm) 

Fase móvel: O sistema isocrático que se mostrou mais eficiente para a análise foi o 

constituído de MeCN/H2O na proporção 50:50 (v/v). 
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Detecção: foi efetuada empregando o detector UV: (λmáx) 200 nm; e de 

fluorescência: λex= 280 nm e λem= 310 nm; resposta: 1; ganho: 1x; sensibilidade: 

média. 

Vazão: 1,0 mL min. 

Temperatura: A temperatura de trabalho foi de 25 ± 1ºC. 

Volume de injeção: 20 µL  

 

5.2.2.6.4.  Validação do método analítico para a determinação simultânea de 

etinilestradiol e drospirenona por cromatografia em fase líquida de alta 

eficiência. 

 

5.2.2.6.4.1. Curva analitica 

A partir da diluição das soluções estoque de etinilestradiol e drospirenona em 

MeCN/H2O 50:50 (v/v) em balão de 10 mL, obtiveram-se os 6 pontos da curva, nas 

concentrações de 0,1; 0,5; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 µg mL de etinilestradiol e 15,0; 75,0; 

375,0; 750,0; 1.125,0; 1.500,0  µg mL de drospirenona. O volume de injeção foi de 

20 µL, sendo as áreas dos picos correspondentes aos pontos de cada curva 

representadas pelas médias aritméticas de 3 leituras. Assim, com os resultados 

obtidos, as curvas de calibração foram construídas, calculados os desvios padrão e 

os coeficientes de variação. 

 

 
5.2.2.6.4.2. Determinação da linearidade de resposta dos detectores (UV e 

Fluorescência) 

De acordo com a Resolução nº 899 (ANVISA, 2003), linearidade é a 

capacidade de uma metodologia analítica de demonstrar que os resultados obtidos 

são diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de um 

intervalo especificado. Para o estudo da linearidade faz-se necessário a confecção 
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de uma curva de resposta, sendo o eixo x, o da concentração e o eixo y, o da 

resposta obtida. 

y = ax + b 

Onde: a = coeficiente angular (expressa a inclinação da reta) 

            b = coeficiente linear (expressa a intersecção da curva aos eixos) 

Durante o trabalho, a correspondência linear entre concentração e áreas foram 

determinadas por CLAE empregando detectores UV e Fluorescênca. Foram 

construídas curvas analíticas para cada hormônio, para definir o intervalo de 

concentração no qual a intensidade de resposta do detector é diretamente 

proporcional à concentração das substâncias analisadas. 

 

5.2.2.6.4.3. Determinação do limite de detecção (LD) e do limite de 

quantificação (LQ) por CLAE-UV e CLAE-Fluorescência 

O limite de detecção (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado. O limite 

de quantificação (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode 

ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições experimentais 

estabelecidas (ANVISA, 2003). 

Para o método cromatográfico desenvolvido os LD e LQ foram determinados 

por meio do desvio-padrão (DP) e da inclinação (IC) das curvas de calibração 

correspondentes a cada um dos analitos separados. 

Foram efetuadas três leituras para cada concentração e calculado o desvio 

padrão dos resultados obtidos na linearidade. 

O cálculo para o LD e LQ foi realizado pelas seguintes equações: 

 

LD = (DP x 3,3)/IC  
 
 
LQ = (DP x 10)/IC 

Foram ainda realizados testes em triplicata utilizando quantidades 

decrescentes dos analitos até as menores concentrações possíveis em estudo. A 
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partir da diluição das soluções de etinilestradiol e drospirenona em MeCN/H2O 50:50 

(v/v) em balão de 10 mL, obtiveram-se pontos  nas concentrações de 0,05; 0,025; 

0,010 e 0,005 µg mL de etinilestradiol e 5,0; 3,0; 1,0; 0,5; 0,25 e 0,10 µg mL de 

drospirenona. 

 

5.2.2.6.4.4.  Seletividade 

Com objetivo de averiguar se haviam possíveis interferências do excipiente no 

método proposto, foram preparadas soluções do padrão e amostra nas 

concentrações nominais (etinilestradiol 5 µg mL e drospirenona 750 µg mL) e 

placebo. Os placebos dos comprimidos foram submetidos às mesmas condições 

analíticas empregadas para as amostras, verificando-se assim a seletividade do 

método (RIBANI, 2004).   

 

5.2.2.6.5. Determinação da precisão por CLAE-UV e CLAE- Fluorescência 

 

5.2.2.6.5.1. Repetibilidade (intra-dia) 

A repetibilidade é a concordância entre os resultados dentro de um curto 

período de tempo obtidos pelo mesmo analista e utilizando a mesma instrumentação 

(ANVISA, 2003). Para este estudo, seis determinações do padrão e da amostra 

foram preparadas em soluções contendo 100% da concentração nominal (5,0 µg 

/mL de etinilestradiol e 750,0 µg /mL de drospirenona). As leituras foram realizadas 

em triplicata, estabelecendo-se assim, a precisão intra-dia. 

Preparo do padrão: 0,5 mL e 3,75 mL de etinilestradiol e drospirenona, 

respectivamente, foram transferidos para balões de 10 mL e o volume foi 

completado com MeCN/H2O 50:50 (v/v). A solução foi filtrada  em filtro Millex (0,45 

µm) e transferida para um “vial”.  

Preparo da amostra: 5 mL da amostra 2 foram transferidos para balões de 10 

mL e o volume foi completado com MeCN/H2O 50:50 (v/v). A solução foi filtrada em 

filtro Millex (0,45 µm) e transferida para um “vial”.   
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5.2.2.6.5.2. Precisão Intermediária (precisão inter-dia) 

A precisão intermediária é a concordância entre os resultados do mesmo 

laboratório, mas obtido em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou 

equipamentos diferentes (ANVISA, 2003). Para este estudo a precisão intermediária 

foi avaliada através da injeção das amostras 1, 2 e 3 preparadas em concentrações 

baixa, média e alta, em triplicata, durante 3 dias consecutivos.  

Preparo da solução padrão: Transferiu-se separadamente para balões de 10 

mL alíquotas de 0,5 mL; 2,5 mL e 0,5 mL; 3,75 mL das soluções estoque de 

etinilestradiol e drospirenona, respectivamente e os volumes completados com 

MeCN/H2O 50:50 (v/v). As soluções foram filtradas em filtro Millex (0,45 µm) e 

transferidas para “vials”. Obtiveram-se as seguintes concentrações: 5,0 µg mL; 500,0 

µg mL e 5,0 µg mL; 750,00 µg mL de etinilestradiol e drospirenona, respectivamente.  

Preparo da amostra: Aliquotas das soluções das amostras 1, 2 e 3 foram 

transferidas para balões volumétricos de 10 mL (Tabela 10), e o volume foi 

completado com MeCN/H2O 50:50 (v/v). As soluções foram filtradas em filtro Millex 

(0,45 µm) e transferidas para “vials”.   

 

Tabela 9. Preparação das amostras para a determinação da precisão para o  etinilestradiol e 
drospirenona. 

Amostras Conc. ETE/DROSP 

(µg mL) 

Volume de 

amostra (mL) 

Volume de MeCN/H2O 

 50:50 (v/v) 

 

1 e 3 

2,5/250,0 2,5 7,5 

5,0/500,0 5,0 5,0 

7,5/750,0 7,5 2,5 

 

2 

 

2,5/375,0 2,5 7,5 

5,0/750,0 5,0 5,0 

7,5/1.125,0 7,5 2,5 

 

5.2.2.6.5.3. Execução do teste de recuperação - Exatidão 

A exatidão de um método analítico, é a proximidade dos resultados obtidos 

pelo método em estudo em relação ao valor verdadeiro. A exatidão de um método 
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deve ser realizada após o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da 

especificidade, sendo verificada à partir de, no mínimo, 9 determinações 

completando o intervalo linear do procedimento ou seja em concentrações baixa, 

média e alta, com 3 replicatas de cada (ANVISA, 2003).  

Preparo da amostra simulada: Para simular uma amostra foram adicionadas 

à mistura de ingredientes inativos preparados em laboratórios, quantidades de 

hormônios equivalentes a 50, 100 e 150% da concentração nominal (Tabela 10) a 

balões de 10 mL e os volumes completados com MeCN/H2O 50:50 (v/v). 

 

 
Tabela 10. Preparação das amostras para a determinação da exatidão do etinilestradiol e 
drospirenona 

Exatidão (%) 

Solução padrão 

Etinilestradiol (µL) 

Solução padrão 

Drospirenona (µL) 

Balão volumétrico (mL) 

50% 

100% 

150% 

250,0 2,5 10 

500,0 5,0 10 

750,0 7,5 10 

 Os procedimentos adotados para a preparação das amostras simuladas foram 

idênticos aos descritos para as amostras comerciais (5.2.2.5.1) e, em seguida, as 

soluções finais foram filtradas em filtro Millex (0,45 µm) transferidos para “vials” e 

injetadas no cromatógrafo, em triplicata. 

 

5.2.2.6.5.4. Determinação da robustez do método 

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em resistir a 

pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos (ANVISA, 2003; ICH, 

2010). A robustez foi avaliada de acordo com a influência de três parâmetros 

cromatográficos: vazão (1.0 ± 0.1 mL min), temperatura (25 ± 3°C), e a proporção de 

MeCN (50 ± 5%) na fase móvel. Os três parâmetros foram examinados em triplicata, 

sendo dois extremos fixados alto ( + ) e baixo ( - ) sendo que a condição 

experimental estabelecida foi incluída como fator médio.  
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5.2.2.6.6. Teste de estresse 

O teste de estresse é definido como um teste de estabilidade para fármacos e 

medicamentos sob condições extremas. Um dos principais objetivos a serem 

atingidos por meio desse teste é demonstrar a especificidade ao desenvolver um 

método indicativo de estabilidade, sobretudo quando poucas informações estão 

disponíveis sobre os possíveis produtos de degradação (SILVA, et al., 2009).  

Para este estudo diferentes meios de reação foram utilizados (Tabela 11) com 

objetivo de avaliar o comportamento dos fármacos em condições extremas. 

 

 

Tabela 11. Condições empregadas no teste de estresse 

 

Meio de reação 

Temperatura (°C) Tempo (horas) Diluente 

Ácido 80 4 HCl 1M 

Alcalino 80 4 NaOH 1M 

Oxidante 80 4 H2O2 3% 

Neutro 80 4 Água ultrapura 

 

5.2.2.6.6.1. Estabilidade em meio ácido 

A determinação da estabilidade em meio ácido foi realizada preparando solução 

padrão conforme descrito abaixo: 

Preparo do padrão: Pesou-se exatamente 2,5 e 375,0 mg de etinilestradiol e 

drospirenona e transferiu para um balão de 25 mL. Adicionou 7 mL de metanol e 

submeteu ao banho de ultrasom por 20 minutos. Completou-se o volume com HCl 1 

M, levou ao banho maria a 80°C por 4 hs. Após o resfriamento à temperatura 

ambiente, transferiu-se uma alíquota de 0,5 mL para balão de 10 mL e completou o 

volume com MeCN/H2O 50:50 (v/v). 

   

5.2.2.6.6.2. Estabilidade em meio alcalino 

A determinação da estabilidade em meio alcalino foi realizada preparando 

solução padrão conforme descrito abaixo: 
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Preparo do padrão: Pesou-se exatamente 2,5 e 375,0 mg de etinilestradiol e 

drospirenona e transferiu para balão de 25 mL. Adicionou 7 mL de metanol e 

submeteu ao banho de ultrasom por 20 minutos. Completou-se o volume com NaOH 

1 M, levou ao banho maria a 80°C por 4 hs. Após o resfriamento à temperatura 

ambiente, transferiru-se uma alíquota de 0,5 mL para balão de 10 mL e completou o 

volume com MeCN/H2O 50:50 (v/v). 

 

5.2.2.6.6.3. Estabilidade em meio oxidante 

A determinação da estabilidade em meio oxidante foi realizada preparando 

solução padrão conforme descrito abaixo: 

Preparo do padrão: Pesou-se exatamente 2,5 mg e 375,0 mg de etinilestradiol e 

drospirenona e transferiu para um balão de 25 mL. Adicionou 7 mL de metanol e 

submeteu ao banho de ultrasom por 20 minutos. Completou o volume com H2O2 3%, 

levou ao banho maria a 80°C por 4 hs. Após o resfriamento à temperatura ambiente, 

transferiru-se uma alíquota de 0,5 mL para balão de 10 mL e completou o volume 

com MeCN/H2O 50:50 (v/v). 

 

5.2.2.6.6.4. Estabilidade em meio neutro 

A determinação da estabilidade em meio neutro foi realizada preparando solução 

padrão conforme descrito abaixo: 

Preparo do padrão: Pesou-se exatamente 2,5 mg e 375,0 mg de etinilestradiol e 

drospirenona e transferiu para balão de 25 mL. Adicionou 7 mL de metanol e 

submeteu ao banho de ultrasom por 20 minutos. Completou-se o volume com H2O, 

levou ao banho maria a 80°C por 4 hs. Após o resfriamento à temperatura ambiente, 

transferiu-se uma alíquota de 0,5 mL para balão de 10 mL e completou o volume 

com MeCN/H2O 50:50 (v/v). 
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5.2.2.7.  Eletroforese capilar 

 

5.2.2.7.1. Testes preliminares 

Testes preliminares foram desenvolvidos utilizando diferentes modos de 

eletroforese capilar, com a finalidade de padronizar-se uma metodologia eficiente 

para análise das formulações de COCS. 

 

5.2.2.7.1.1. Cromatografia eletrocinética em microemulsão (MEEKC) 

Diversos eletrólitos foram testados com o objetivo de se obter a melhor 

resposta na padronização da metodologia. No desenvolvimento do método, o 

equipamento foi ajustado em 200, 205, 220 e 245 nm com o objetivo de verificar o 

comprimento de onda mais adequado. Os padrões foram introduzidos no capilar 

pelo inlet, através de injeção hidrodinâmica aplicando-se 0,3 psi por 3 segundos. O 

instrumento foi operado sob polaridade positiva 

As condições empregadas para a realização dos testes foram: 

Capilar: 31,2 cm (21 cm efetivo) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; temperatura: controle 

de temperatura ajustado para 25 ± 1ºC. 

Foram ainda testadas as seguintes microemulsões: 

Microemulsão 1: A microemulsão foi preparada, pesando-se 0,05 g  acetato de 

etila, 0,06 g de dodecil sulfato de sódio (SDS), 0,12 g de butanol, 9,77 g de 

tetraborato de sódio 10 mM pH 9,2. A mistura foi sonicada durante 30 minutos até 

completa dissolução (solução translúcida); a tensão foi ajustada entre 8 kV e 15 kV. 

Microemulsão 2: A microemulsão foi preparada, pesando-se 0,05 g  acetato de 

etila, 0,06 g  de dodecil sulfato de sódio (SDS), 0,12 g de butanol, 1,00 g de metanol, 

97,7 g de  tetraborato de sódio 10 mM pH 9,2. A mistura foi sonicada durante 30 
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minutos até completa dissolução (solução translúcida), obtendo-se uma 

microemulsão estável; a tensão foi ajustada em 12 kV ; 

Microemulsão 3: A microemulsão foi preparada pesando-se 0,661 g de  dodecil 

sulfato de sódio (SDS), 0,081 g de octano, 0,661 g de butanol e 8,927 g de 

tetraborato de sódio 10 mM pH 9,2. A mistura foi sonicada durante 30 minutos até 

completa dissolução (solução translúcida), obtendo-se uma microemulsão estável; a 

tensão foi ajustada em 5 kV e 6 kV. 

 

5.2.2.7.1.2. Cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) 

Para desenvolvimento do método, o detector do equipamento foi ajustado em 

200, 205, 210 e 220 nm com o objetivo de verificar o comprimento de onda mais 

adequado. Os padrões foram introduzidos no capilar pelo inlet, através de injeção 

hidrodinâmica aplicando-se 0,3 psi por 3 segundos. O instrumento foi operado sob 

polaridade positiva. 

As condições empregadas para a realização dos testes foram: 

Capilar: 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; eletrólito: diversos 

eletrólitos foram testados em diversas proporções de acetonitrila (MeCN), SDS e 

TBS, em diferentes pHs; temperatura: controle de temperatura ajustado para 25 ± 

5ºC; tensão: ajustada entre 15 kV e 20 kV 

Capilar: 31,2 cm (21 cm efetivo) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; eletrólito: diversos 

eletrólitos foram testados em diversas proporções de acetonitrila (MeCN), 

isopropanol, metanol e acetona em associação com o SDS e TBS em diferentes pHs 

; temperatura: controle de temperatura ajustado para 25 ± 5ºC; tensão: ajustada 

entre 9 kV e 15 kV. 

5.2.2.7.2. Metodologia 

 Preparação da solução do tampão de tetraborato de sódio, 100 mM: 

dissolver 3,81 g de tetraborato de sódio e transferir para balão volumétrico de 100 
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mL, adicionar cerca de 50 mL de água ultrapura, levar ao ultrasom por 20 minutos. 

Esperar esfriar e completar o volume para 100 mL. 

 Preparação da solução de dodecil sulfato de sódio, 100 mM: dissolver 

2,88 g de dodecil sulfato de sódio e transferir para um balão volumétrico de 100 mL, 

adicionar cerca de 50 mL de água ultrapura, levar ao ultrasom por 20 minutos. 

Esperar esfriar e completar o volume para 100 mL. 

 Preparação da solução tampão, pH 9,2: transferir para um béquer de 100 

mL, 20 mL dodecil sulfato de sódio 100 mM, 30 mL do tampão tetraborato de sódio 

100 mM e 20 mL de água ultrapura. Aferir o pH para 9,2. Transferir 3 mL de 

acetonitrila para balão de 10 mL e completar o volume com a solução preparada 

anteriormente. 

 Preparação da solução padrão: foram preparadas soluções contendo as 

seguintes concentrações de hormônios: 

 500,0 µg mL e 10.000,0 µg mL de etinilestradiol e drospirenona, 

respectivamente  

 1.000,0 µg mL de loratadina utilizada como padrão interno 

Foram pesados exatamente 5,0 mg de etinilestradiol, 100,0 mg de 

drospirenona e 10,0 mg de loratadina. Transferiu-se cada massa para balões de 10 

mL e os volumes foram completados com metanol. Obtiveram-se assim, soluções 

nas concentrações de 500,0 µg mL, 10.000,0 µg mL e 1.000 µg mL de etinilestradiol,  

drospirenona e loratadina, respectivamente. 

As soluções estoque de ETE e DROSP foram preparadas diariamente em 

metanol, e homogeneizadas em agitador de tubos (Vortex®) a 2.500 rpm durante 5 

minutos para completa dissolução, e mantidas sob refrigeração. 

Solução estoque de etinilestradiol (40,0 µg mL) e drospirenona (4.000 µg 

mL): uma alíquota das soluções estoque de etinilestradiol 80,0 µL e drospirenona 
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400,0 µL foram transferidas para um frasco volumétrico de 1 mL, e o volume foi 

completado com MeOH/H2O 25:75 (v/v). 

Solução estoque de etinilestradiol (40 µg mL) e drospirenona (6.000 µg 

mL): uma alíquota das soluções estoques de etinilestradiol 80 µL e drospirenona 

600 µL foram transferidas para um frasco volumétrico de 1 mL, e o volume foi 

completado com MeOH/H2O 25:75 (v/v). 

 Preparação das amostras comerciais: Foram pesadas em balança analítica 

21 unidades da forma farmacêutica (quantidade correspondente a 1 cartela), das 

amostras 1, 2 e 3. Após a determinação do peso médio, procedeu-se a trituração até 

completa pulverização. 

Pesou-se exatamente a massa 1.338,16 e 1.347,35 mg para as amostras 1 e 3, 

respectivamente e 1.395,98 mg da amostra 2. Transferiu-se para balões de 5 mL, 

nos quais foi adicionado metanol. 

 As soluções foram levadas ao banho de ultra-som por 20 minutos, e em 

seguida  centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em 

seringa através de membrana Milipore®. 

Em seguida, uma alíquota de 400,0 µL da amostra 1 e 3 (contendo, 

teoricamente etinilestradiol 40,0 µg mL e drospirenona 4.000,0 µg mL) e 600 µL da 

amostra 2 (contendo, teoricamente etinilestradiol 40,0 µg mL e drospirenona 6.000,0 

µg /mL) foram transferidas separadamente para frascos volumétricos de 1 mL, e o 

volume foi completado com MeOH/H2O 25:75 (v/v).  

 Preparação de solução do placebo: foi preparada em laboratório 

quantidade de placebo correspondente a 90 unidades da formulação farmacêutica. 

O procedimento adotado para o placebo foi idêntico ao descrito para as amostras 

comerciais. A solução foi levada ao banho de ultra-som por 20 minutos, e 

centrifugada por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em seringa 

através de membrana Milipore®. 
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5.2.2.7.3. Condições analíticas padronizadas 

Eletrólito: Dodecil sulfato de sódio 20 mM, tampão tetraborato de sódio 30 mM e 

acetonitrila 30%, pH 9,2.  

Modo de injeção: Injeção hidrodinamica 0,3 psi, 5 segundos seguida de tampão 0,1 

psi, por 1 segundo. 

Capilar: Capilar de sílica fundida de 31,2 cm sendo 21 cm efetivos até a coluna, 75 

µm de diâmetro interno, Polymicro Technologies. 

Detecção: UV 200 nm 

Voltagem: 12 kV operado sob polaridade positiva 

Temperatura: 20°C 

O capilar novo foi condicionado com solução de NaOH 0,1 mol/L durante 30 

minutos, seguidos por 15 minutos com água deionizada e 20 minutos com o 

eletrólito de corrida.  No inicio do dia, o capilar de sílica fundida foi condicionado com 

uma solução de NaOH 0,1 mol/L por 20 minutos, seguidos de água deionizada por 

15 minutos e então pelo eletrólito por 15 minutos. Entre as corridas, o eletrólito foi 

lavado por 3 minutos com solução de NaOH 0,1 mol/L. Ao fim do dia, foram lavados 

com solução de NaOH  0,1  mol/L por 15 minutos, seguidos de água deionizada por 

15 minutos e finalmente ar durante 1 minuto. 

 

5.2.2.7.4. Validação do método analítico para a determinação simultânea de 

etinilestradiol e drospirenona por eletroforese capilar 

 

5.2.2.7.4.1. Curva analitica 

Aliquotas de 25.0, 75.0, 125.0, 175.0, 225.0 e 275.0 µL da solução estoque de 

etinilestradiol (40,0 µg mL) e drospirenona (6.000,0 µg mL) foram transferidas 

separadamente para frascos volumétricos de 1 mL, diluídas com o padrão interno 

60,0 µL e completados os volumes com solução tampão e finalmente transferidos 
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para um “microvial” de 200 µL. Obtiveram-se os 6 pontos da curva, nas 

concentrações de 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 e 11,0 µg mL de etinilestradiol e 150,0; 

450,0; 750,0; 1.050,0; 1.350,0; 1.650,0  µg mL de drospirenona. Cada solução foi 

injetada em triplicata. As razões das áreas dos picos (etinilestradiol/loratadina e 

drospirenona/loratadina) foram dispostas em gráficos versus a concentração do 

etinilestradiol e drospirenona. Assim, com os resultados obtidos, as curvas de 

calibração foram construídas, calculados os desvios padrão e os coeficientes de 

variação. 

 

5.2.2.7.4.2. Determinação da linearidade de resposta do detector 

De acordo com a Resolução nº 899 (ANVISA, 2003), linearidade é a 

capacidade de uma metodologia analítica de demonstrar que os resultados obtidos 

são diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de um 

intervalo especificado. Para o estudo da linearidade faz-se necessário a confecção 

de uma curva de resposta, sendo o eixo x o da concentração e o eixo y o da 

resposta obtida. 

y = ax + b 

Onde: a = coeficiente angular (expressa a inclinação da reta) 

            b = coeficiente linear (expressa a intersecção da curva aos eixos) 

Foram construídas curvas analíticas para cada hormônio, para definir o 

intervalo de concentração no qual a intensidade de resposta do detector é 

diretamente proporcional à concentração das substâncias analisadas. 

 

5.2.2.7.4.3. Determinação do limite de detecção (LD) e do limite de 

quantificação (LQ)  

O limite de detecção (LD) é a menor quantidade do analito presente em uma 

amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado. O limite 

de quantificação (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode 

ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições experimentais 

estabelecidas (ANVISA, 2003). 
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Os LD e LD foram determinados através do desvio-padrão (DP) e da inclinação 

(IC) das curvas de calibração correspondentes a cada um dos analitos separados. 

Foram efetuadas três leituras para cada concentração e calculado o desvio 

padrão dos resultados obtidos na linearidade. 

O cálculo para o LD e LQ foi realizado pelas seguintes equações: 

 

LD = (DP x 3,3)/IC  
 
 
LQ = (DP x 10)/IC 

 

5.2.2.7.4.4.  Seletividade 

Com objetivo de averiguar se haviam possíveis interferências do excipiente no 

método proposto, foram preparadas soluções do padrão e amostra nas 

concentrações nominais etinilestradiol (5,0 µg mL) e drospirenona (750,0 µg mL) e 

placebo. Os placebos dos comprimidos foram submetidos ás mesmas condições 

analíticas empregadas para as amostras, verificando-se assim a seletividade do 

método (RIBANI, 2004).  

 

5.2.2.7.5. Determinação da precisão  

 

5.2.2.7.5.1. Repetibilidade (intra-dia) 

A repetibilidade é a concordância entre os resultados dentro de um curto 

período de tempo obtidos pelo mesmo analista e utilizando a mesma instrumentação 

(ANVISA, 2003). Para este estudo, seis determinações em soluções de padrão e 

amostra contendo 100% da concentração nominal (5,0 µg mL de etinilestradiol e 

750,0 µg mL de drospirenona).   As leituras foram realizadas em triplicata, sendo um 

novo tampão preparado a cada três corridas. As razões das áreas dos picos 

(etinilestradiol/loratadina e drospirenona/loratadina) foram calculadas, 

estabelecendo-se assim, a precisão intra-dia. 
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Preparo da solução padrão: Transferir para frasco volumétrico de 1 mL, 125,0 

µL da solução estoque de etinilestradiol (40,0 µg mL) e drospirenona (6.000,0 µg 

mL), 60,0 µg /mL de padrão interno e completar o volume com solução tampão. 

Transferir para um “microvial” de 200 µL. 

Preparo da Amostra: Transferir para um frascos volumétricos de 1 mL, 125,0 

µL da amostra 2, 60,0 µg mL de padrão interno e completar o volume com solução 

tampão. Transferir para um “microvial” de 200 µL. 

 

5.2.2.7.5.2. Precisão Intermediária (precisão inter-dias) 

A precisão intermediária é a concordância entre os resultados do mesmo 

laboratório, mas obtido em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou 

equipamentos diferentes (ANVISA, 2003). Para este estudo a precisão intermediária 

foi avaliada através da injeção das amostras 1, 2 e 3 preparadas em concentrações 

baixa, média e alta, mais a concentração fixa do padrão interno, em triplicata, 

durante 3 dias consecutivos. 

Preparo da solução padrão: Uma alíquota de 125,0 µL de soluções estoque 

de etinilestradiol 40,0 µg mL, drospirenona 4.000,0 µg mL e etinilestradiol 40,0 µg 

/mL, drospirenona 6.000,0 µg mL, foram transferidas separadamente para frascos 

volumétricos de 1 mL e então diluídas com 60,0 µL de padrão interno. Completou-se 

o volume com solução tampão e transferiu-se para “microvials” de 200 µL. 

Preparo da amostra: Alíquotas de 75, 125 e 175 µL das amostras 1, 2 e 3 

foram transferidas separadamente para frascos volumétricos de 1 mL, e então 

diluídas com 60 µL de padrão interno e completados os volumes com solução 

tampão. Transferiu-se para um “microvial” de 200 µL.  
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5.2.2.7.5.3. Execução do teste de recuperação - Exatidão 

A exatidão de um método analítico é a proximidade dos resultados obtidos pelo 

método em estudo em relação ao valor verdadeiro. A exatidão de um método deve 

ser realizada após o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da 

especificidade, sendo verificada a partir de, no mínimo, 9 determinações 

completando o intervalo linear do procedimento ou seja em concentrações, baixa, 

média e alta com 3 replicatas de cada (ANVISA, 2003).  

Para determinar a exatidão do método, as amostras simuladas foram 

analisadas a partir de comprimidos placebo preparados em laboratórios 

contaminados com quantidades de hormônios equivalentes a 60, 100 e 140% da 

concentração nominal, mais a concentração fixa do padrão interno.  

Preparo da amostra simulada: Alíquotas de solução padrão de etinilestradiol (0,4 

mL) e drospirenona (3,0 mL), foram adicionadas à mistura de ingredientes inativos 

em balões de 5 mL e o volume foi completado com metanol. A solução foi levada ao 

banho de ultra-som por 20 minutos, e em seguida  centrifugada por 15 minutos a 

3000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em seringa através de membrana Milipore®.  

Alíquotas de 75,0, 125,0 e 175,0 µL das amostras simuladas foram transferidas 

separadamente para frascos volumétricos de 1 mL, e então diluídas com 60,0 µL de 

padrão interno e  o volume completado com solução tampão. Transferiu-se para 

“microvials” de 200 µL.  

 

5.2.2.7.5.4. Determinação da robustez do método 

A robustez de um método analítico é a medida de sua capacidade em resistir a 

pequenas e deliberadas variações dos parâmetros analíticos (ANVISA, 2003; ICH, 

2010). A robustez foi avaliada de acordo com a influência de três parâmetros 

cromatográficos: SDS (20 ± 2.0 mL min), TBS (30 ± 2.0 mL min), e a voltagem (12 ± 

1kV). Os três parâmetros foram examinados em triplicata, sendo dois extremos 

fixados alto ( + ) e baixo ( - ) e a condição experimental estabelecida foi incluída 

como fator médio. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1. Determinação de pureza do etinilestradiol e drospirenona  

 

6.1.1. Intervalo de fusão 

A determinação da faixa de fusão do etinilestradiol apresentou resultados 

compreendidos em um intervalo entre 180-185°C e para drospirenona entre 200-

203°C. As temperaturas de fusão estão dentro dos limites estipulados pela literatura 

(UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011). 

 

6.1.2. Análise térmica 

 

6.1.2.1.  Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG) e calorimetria 

exploratória diferencial (DSC) 

 

 Etinilestradiol: As curvas TG/DTG obtidas sob atmosfera de ar e de 

nitrogênio (Figura 5) evidenciaram uma perda de massa entre 92 e 130°C (Δm = 

2,13%), que foi atribuída à eliminação de 2/5 de moléculas de água por fórmula 

grama da espécie. O fármaco é estável termicamente entre 130 e 205oC e se 

decompõe em duas etapas distintas com Tpico = 347 e 596°C (Δm1= 65,67% e Δm2= 

32,20%), sob atmosfera de ar e  Tpico = 349 e 467°C (Δm1= 59,39% e Δm2= 36,20%), 

sob atmosfera de N2. Acima de 700oC a perda de massa é total observada nas 

curvas TG/DTG obtidas sob atmosfera de ar. As curvas DSC mostraram um evento 

endotérmico coincidente à etapa de desidratação observada nas curvas TG/DTG, 

reforçando que se trata de uma espécie hidratada. Também foram observados 

outros dois eventos endotérmicos (Tpico= 140 e 184°C) em um intervalo de 

temperatura no qual não foi observada perda de massa nas curvas TG/DTG. O 

primeiro evento está, provavelmente, associado à modificação estrutural ou fusão de 

espécie polimorfa que está em pequena quantidade (SÁNCHEZ, et al., 2007) 

enquanto o segundo evento corresponde à fusão do fármaco, conforme observação 
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visual em aparelho convencional de ponto fusão e indicação na Farmacopéia 

Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011).                     

 

 

Figura 5. Curvas TG/DTG e DSC do etinilestradiol : (1) Curvas TG/DTG obtidas entre 25 e 900°C (β = 

10° C min
-1

), em atmosfera de ar sintético (50  mL min
-1
). (2) Curvas TG/DTG entre 25 e 900°C (β = 10° C 

min
-1

) e DSC entre 25 e 200°C (β = 10° C min
-1
)  obtidas em atmosfera de nitrogênio (50  mL min

-1
).  

 
Análise térmica associada a outras técnicas como a espectroscopia de 

absorção do infravermelho e a análise elementar, permite determinar a 

estequiometria de um composto e sua estrutura molecular, com objetivo de 

caracterizar e comprovar a pureza do padrão de referência do etinilestradiol. Foram 
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utilizados como testes complementares a espectrometria no infravermelho e a 

análise elementar. 

 Drospirenona: A Figura 6 ilustra as curvas TG/DTG e DSC que mostra o 

comportamento térmico da drospirenona. A curva DSC evidenciou um evento 

endotérmico entre 197 e 210°C (Tpico= 202°C) que é referente à fusão do material.  

As curvas TG/DTG mostraram três eventos de perda de massa relacionados à 

decomposição térmica do fármaco, sendo este estável termicamente até 296°C. Na 

temperatura acima de 700oC a decomposição térmica do material é completa.  

 

 
Figura 6. Curvas TG/DTG e DSC da drospirenona: Curvas TG/DTG entre 25 e 700°C (β = 10° C min

-1
) e 

DSC entre 25 e 550°C (β = 10° C min
-1

)  obtidas em atmosfera de ar sintético (50  mL min
-1

). 

 
 

 Associação de hormônios: A Figura 7 ilustra as curvas TG/DTG e DSC que 

mostra o comportamento térmico de misturas dos fármacos que correspondem a 

associação de hormônios 1:1 e 1:150 etinilestradiol/drospirenona, respectivamente. 

A decomposição térmica das misturas ocorreu em três etapas. As curvas TG/DTG 

da mistura 1:150 é similar àquela da amostra de drospirenona pura, enquanto que o 

perfil termogravimétrico da mistura 1:1 diverge do perfil termogravimétrico de seus 

componentes isolados. Observa-se um aumento da estabilidade térmica do material 

quando se compara o comportamento térmico da mistura 1:1 com aquele do 

etinilestradiol isolado. A curva DSC da mistura 1:150 evidenciou um evento 
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endotérmico  (Tpico= 202ºC), coincidente com a endoterma de fusão da drospirenona 

isolada, enquanto que a curva DSC da associação dos hormônios 1:1 

(etinilestradiol/drospirenona) mostrou um evento endotérmico (Tpico = 161ºC). Tal 

evento ocorreu em temperatura inferior à temperatura de fusão dos fármacos 

isolados, caracterizando o comportamento de uma mistura eutética.  A influência do 

etinilestradiol é pequena na mistura de hormônios e se manifesta no desvio do ponto 

de fusão da mistura 1:150. 

 

Figura 7. Curvas TG/DTG e DSC da mistura 1:1 e 1:150 etinilestradiol/drospirenona (m/m).: Curvas 
TG/DTG entre 25 e 700°C (β = 10° C min

-1
) e DSC entre 25 e 550°C (β = 10° C min

-1
) obtidas em atmosfera 

de ar sintético (50  mL min
-1

).  

 

6.1.3. Espectrofotometria no ultravioleta 

 Determinação dos espectros de absorção no ultravioleta: Os espectros 

de absorção correspondentes aos hormônios em estudo, foram obtidos na varredura 

de 190 a 600 nm (Figura 8 e 9). Os comprimentos de onda correspondentes ao 

máximo de absorbância de cada analito foram selecionados para posterior 

determinação analítica dos hormônios pelo método cromatográfico com detecção no 

UV. Os comprimentos de onda de absorção máxima (λmáx) foram 210 nm para o 

etinilestradiol e 265 nm para a drospirenona. 
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Figura 8. Espectro de absorção no ultravioleta da soução de etinilestradiol 5,0 µg mL em metanol. 

 

 
Figura 9. Espectro de absorção no ultravioleta da solução de drospirenona 500,0  µg mL em metanol. 
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 Detecção no ultravioleta: A medida do etinilestradiol e drospirenona foi 

realizada em 200 nm; a faixa de comprimento de onda foi a mais adequada para a 

detecção dos analitos em associação, quando se utiliza CLAE-UV. Para tanto, 

tomou-se também como base trabalhos publicados que empregam CLAE para 

detecção de estrógeno e progestina em formulações farmacêuticas (Tabelas 4 e 5).  

 Detecção por fluorescência: No detector por fluorescência, os comprimentos 

de onda selecionados para excitação (λex) e emissão (λem) do etinilestradiol, foram 

de 280 nm e 310 nm, respectivamente. O hormônio drospirenona não emite radiação 

fluorescente considerável para quantificação ao nível de traços, portanto foi 

analisado utilizando CLAE-UV. 

 

6.1.3. Análise elementar 

A Tabela 12 lista os resultados da análise elementar de uma amostra do 

padrão de etinilestradiol, comparada com os valores teóricos calculados. 

 

Tabela 12. Resultados de análise elementar para a amostra de etinilestradiol  

Amostra de 

etinilestradiol 
%C %H 

%Teórica 80,90 8,10 

%Prática 79,13 8,45 

 
 

Os resultados de AE indicaram 79,13% de C e 8,45% de H. Esses resultados 

combinados aos TG/DTG são concordantes com a seguinte fórmula molecular para 

o fármaco: C20H24O2  2/5 H2O. 
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6.1.4. Espectrometria no infravermelho 

 Para a caracterização do etinilestradiol, obteve-se o espectro de infravermelho 

apresentado na Figura 10, onde podem ser observadas as bandas características do 

etinilestradiol. 

 

 

Figura 10. Espectro de infravermelho obtido para o etinilestradiol. 

 A Tabela 13 apresenta as principais bandas características atribuídas ao 

hormônio etinilestradiol. 
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Tabela 13. Atribuições das principais bandas características do hormônio etinilestradiol 

Número de onda (cm
-1

) Atribuições 

3.291 - 3.409 Deformação axial O-H, larga em ligação de hidrogênio intermolecular 

3.026 C-H de aromáticos 

2.107 C      C 

2.865, 2.924, 2.936 Assimétrica CH2, CH3 

1.468, 1.498, 1.585 Deformação axial C=C do anel aromático 

1.231, 1.248 Deformação angular O-H 

1.019, 1.059 Deformação axial C-C 

 Com base na análise das principais bandas do espectro (EDUARDO, 2009) e 

dos resultados obtidos empregando-se as demais técnicas analíticas, pode-se 

concluir que o etinilestradiol empregado como substância química de referência é de 

boa qualidade.  

 

6.2. Cromatografia em fase líquida de alta eficiência 

 

6.2.1.  Otimização dos parâmetros cromatográficos 

Quando um novo método cromatográfico é desenvolvido, muito tempo é 

despendido na escolha e avaliação do desempenho e reprodutibilidade do método 

(RIBANI, 2004). A coluna tem papel determinante no processo de retenção dos 

analitos, além da influencia das propriedades físico-químicas sobre a mesma 

exercidas pelos analitos presentes na mistura. 

A padronização das condições cromatográficas para as medidas das 

amostras foi avaliada após estudo sistemático. Numerosos sistemas eluentes foram 

utilizados, com diferentes proporções de metanol, acetonitrila e água tanto no modo 
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isocrático (Tabela 14) como em gradiente. Optou-se por estes solventes por serem 

compatíveis com a coluna utilizada, pela facilidade de obtenção e pela baixa 

toxicidade quando comparados a outros solventes empregados em alguns dos 

métodos cromatográficos anteriormente mencionados (Tabelas 4 e 5).   

 

Tabela 14. Condições dos sistemas binários testados para a padronização do método cromatográfico 

    Tempo de retenção (min) 
MeOH (%) MeCN (%) H2O (%) Vazão (mL min) Etinilestradiol               Drospirenona 

50 -- 50 1,0 29,4  33,30  

50 _ 50 1,2 25,8  29,26  

50 _ 50 1,4 22,28 25,26  

52 _ 48 1,4 17,00 18,88  

53 _ 47 1,4 14,88  16,42  

55 _ 45 1,0 16,17  17,52  

60 _ 40 1,0 co-eluição 

70 _ 30 1,0 co-eluição 

_ 70 30 1,0 1,89  3,29 

_ 65 35 1,0 1,88  2,43  

_ 60 40 1,0 2,40  3,26  

_ 60 40 0,8 3,11  4,11  

_ 60 40 1,2 2,08 2,76  

_ 60 40 1,4 1,78 2,36  

_ 50 50 1,0 3,89 5,60  

_ 45 55 1,0 5,56  8,28  

 

 

O sistema eluente com o qual foram obtidos os melhores resultados foi a 

mistura entre MeCN/H2O (v/v). Assim foram testadas diversas proporções destes 

dois solventes, com o objetivo de se padronizar a melhor condição cromatográfica. O 

sistema eluente composto de MeCN/H20 (50:50) (v/v) deu origem ao menor tempo 

de retenção e melhor resolução dos picos sendo o tempo total da corrida de 7 

minutos. Desta forma, este sistema eluente foi escolhido como a condição a ser 

padronizada. 
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 Condições padronizadas 

Foram as condições que se mostraram mais adequadas para determinação e 

quantificação dos fármacos em associação utilizando CLAE-UV e CLAE–

Fluorescência em uma mesma análise. Nas condições padronizadas observou-se 

uma boa quantificação, principalmente do etinilestradiol, presente em pequenas 

quantidades, e separação dos analitos. Não houve co-eluição, o que prejudicaria a 

quantificação dos dois analitos. Assim, o sistema isocrático que se mostrou mais 

eficiente para a análise foi a utilização de coluna do tipo LiChroCART® 100RP- C18, 

5 µm, (125 x 4 mm), a fase movel da MeCN/H2O na proporção 50:50 (v/v). A vazão 

de 1,0 mL min demonstrou maior eficiência para análise. Todas as análises foram 

realizadas em temperatura controlada de 25 ± 1ºC. Foram injetados 20 µL de cada 

solução de amostra e padrão e a detecção foi efetuada por CLAE-UV: (λmáx) 200 nm; 

e CLAE-Fluorescência: λex= 280 nm e λem= 310 nm; resposta: 1; ganho: 1x; 

sensibilidade: média. 

 

6.2.1.1. Solução padrão 

A solução dos padrões foi preparada com objetivo de realizar-se a 

quantificação simultânea de ambos os hormônios da formulação.  

O cromatograma ilustrado na Figura 11 corresponde à medida da solução 

padrão de etinilestradiol e drospirenona nas concentrações de 5,0 µg mL e 750,0 µg 

mL, respectivamente. A que atribui a diferença de resposta (em termo de área de 

pico) para a mesma concentração de etinilestradiol utilizando diferentes detectores. 

O pico do etinilestradiol foi detectado em 3,90 minutos e o da drospirenona em 5,58 

minutos.  
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Figura 11. (A) Cromatograma resultante da medida da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg mL) e 
drospirenona (750,0 µg mL), detecção em 200 nm (CLAE-UV);(B) Cromatograma resultante da 
medida da solução padrão de etinilestradiol 5,0 µg /mL , λex = 280 nm e λem = 310 nm, resposta: 1, 
ganho: 1x, sensibilidade: média (CLAE-Fluorescência). Condições cromatográficas: Coluna: 
LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, fase móvel MeCN/H2O (50:50) (v/v);  e volume de 
injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min e temperatura controlada de 25 ± 1ºC. Tempo de retenção: 1) 
Etinilestradiol (Tr =3,90 min) e  2) Drospirenona (Tr = 5,58 min). 

A utilização do método de detecção por fluorimetria permitiu melhor 

quantificação do etinilestradiol. Entretanto, a progestina drospirenona não 

apresentou radiação fluorescente notável para sua detecção à nível de traços. Por 

esta razão, utilizou-se a detecção no UV. 

 

6.2.1.2. Análise do placebo 

O placebo foi preparado com o objetivo de se avaliar possíveis interferentes 

nos métodos, utilizando as condições padronizadas. O cromatograma CLAE-UV 

ilustrado na Figura 12 corresponde à análise do placebo preparado em laboratório 

de acordo com a composição apresentada anteriormente (item 5.2.1.5.). 

 

6.2.1.3. Seletividade 

Na Figura 12 podem ser observados os cromatogramas da amostra, solução 

padrão e do placebo, onde a presença dos excipientes contidos na formulação 

testada não interferem com os picos de interesse. 
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Figura 12. ( A ) Placebo; ( B ) Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg mL) e 
drospirenona (750,0 µg /mL); ( C ) amostra comercial 2 contendo etinilestradiol (5,0 µg /mL) e 
drospirenona (750,0 µg /mL). Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, 5 µm, 
(125 x 4 mm), fase móvel MeCN/H2O 50:50 (v/v), vazão 1,0 mL min volume de injeção 20 µL, 
detecção UV em 200 nm e temperatura de 25 ±1ºC. Tempo de retenção: 1) Etinilestradiol (Tr =3,90 
min) e  2) Drospirenona (Tr = 5,58 min). 

 

6.2.2. Linearidade 

 Para a preparação da solução dos padrões e obtenção da curva de 

calibração, tomou-se por base a quantidade de etinilestradiol e de drospirenona 

declarados nas amostras comerciais, de modo que as concentrações nos pontos 

intermediários das curvas de calibração correspondessem à diluição de uma 

unidade (comprimido revestido). Assim o ponto médio da curva de etinilestradiol e 

drospirenona corresponde a 5,0 µg mL e 750,0 µg mL, respectivamente, 

equivalentes a 20,0 µg  de etinilestradiol e 3000,0 µg  de drospirenona por unidade 

declarada.  
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Tabela 15. Resultados experimentais obtidos na determinação das curvas de calibração de 
etinilestradiol (CLAE-Fluorescência) e drospirenona (CLAE-UV). Condições cromatográficas: Coluna: 
LiChroCART® 100RP - C18, 5 µm, (125 x 4 mm), fase móvel MeCN/H2O 50:50 (v/v), vazão 1,0 mL 
min volume de injeção 20 µL, temperatura de 25 ±1ºC; Detecção CLAE-UV: (λmáx) 200 nm; Detecção 
CLAE-Fluorescência: λex = 280 nm e λem = 310 nm; resposta: 1; ganho: 1x; sensibilidade: média. 

Concentração esperada de 

ETE (µg mL) 

Detecção Fluorescência 

Área média 

Encontrada 

 (três leituras) 

Desvio padrão das 

concentrações 

encontradas de ETE 

Coeficiente de variação das 

concentrações de ETE (%) 

0,1 250.086 2.391 0,956 

0,5 568.517 4.629 0,814 

2,5 2.767.330 2.081 0,075 

5,0 5.518.148 8.948 0,162 

7,5 9.038.146 17.938 0,198 

10,0 11.656.734 7.995 0,068 

Concentração esperada de 

DROSP (µg /mL)  

Detecção UV 

Área média 

encontrada 

 (três leituras) 

Desvio padrão das 

concentrações 

encontradas de DROSP 

Coeficiente de variação das 

concentrações de DROSP (%) 

15 77.030 39 0,051 

75 385.214 314 0,081 

375 1.714.909 15.558 0,907 

750           3.564.847 8.227 0,230 

1125 5.440.002 27.620 0,507 

1500 7.481.189 14.159 0,189 

 A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlação (r2) obtido pelas 

curvas padrão, conforme pode ser visto na Tabela 16. 

 

Tabela 16. Resultados obtidos nas determinações das curvas de calibração para a drospirenona e 
etinilestradiol, pelo método CLAE-UV e CLAE-fluorescência. 

 

Faixa de 

concentração  

(µg /mL) 

Equação da reta 
Desvio 

Padrão 

Coeficiente 

de correlação 

Etinilestradiol 0,1 - 10 Y = 1,17185+10
-6

x - 33.413 

 
7.197 

 
0,99898 

Drospirenona 15 - 1.500 Y = 7.422,8x - 56.550 10.986 0,99900 
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A linearidade foi determinada por meio da curva de calibração na qual se 

verificou a proporcionalidade entre a concentração do padrão e as áreas dos picos. 

De acordo com ANVISA (2003), julga-se satisfatório a linearidade do gráfico quando 

o coeficiente de correlação da reta obtida não é estatisticamente diferente da 

unidade (0,99<R<1,00 correlação perfeita), para validação de métodos analíticos. 

Estes coeficientes de correlação demonstram que a resposta do detector CLAE-UV 

para a drospirenona e CLAE-Fluorescência para o etinilestradiol, foram lineares nos 

intervalos de concentração estudados. 

 

Figura 13. Linearidade resultante da análise da solução padrão de etinilestradiol (CLAE-
Fluorescência); Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, 
fase móvel MeCN/H2O (50:50) (v/v) vazão 1,0 mL min;  volume de injeção 20 µL, λex=280nm e 
λem=310nm, resposta: 1, ganho: 1x, sensibilidade: média. temperatura controlada de 25 ±1ºC. 
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Figura 14. Linearidade resultante da análise da solução padrão de drospirenona (CLAE-UV). 
Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, 5 µm, (125 x 4 mm), fase móvel 
MeCN/H2O 50:50 (v/v) vazão 1,0 mL min; volume de injeção 20 µL; detecção UV em 200 nm e 
temperatura de 25 ± 1ºC. 

 

6.2.3. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

Os limites de detecção e de quantificação do método CLAE-UV e 

fluorescência foram estabelecidos experimentalmente através da análise dos 

hormônios estudados, em concentrações decrescentes e comparados com os 

parâmetros calculados de acordo com a curva analítica, que são estatisticamente 

confiáveis. A Tabela 17 apresenta os respectivos valores estimados de limites de 

detecção e quantificação para cada um dos analitos. 

 

Tabela 17.  Resultados obtidos na determinação dos limites de detecção e de quantificação para a 
drospirenona e o etinilestardiol, pelos métodos CLAE-UV e CLAE-Fluorescência. 

CLAE-UV LQ (µg mL) LD (µg mL) 

Etinilestradiol 0,415 0,137 

Drospirenona 14,80 4,88 

CLAE-Fluorescência LQ (µg mL) LD (µg mL) 

Etinilestradiol 0,06142 0,02026 

 

O etinilestradiol apresenta em sua estrutura um anel aromático, o que 

promove uma emissão de fluorescência molecular mais intensa e maior 
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sensibilidade mesmo em faixas de concentrações mais baixas do analito, quando 

comparada com a absorção em detector UV. A baixa sensibilidade da detecção UV 

para o etinilestradiol, se deve às baixas intensidades de absortividade molar (Ɛ) do 

anel benzênico na região ultravioleta. (ARAUJO, 2006). De acordo com os LQ e LD 

obtidos, verifica-se, portanto que o LD da CLAE-Fluorescência para o etinilestradiol 

é cerca de 7 vezes menor do que o LD da CLAE-UV. 

A drospirenona apresenta uma maior sensibilidade ao detector UV, isto é, a 

conjugação da dupla ligação com o grupo carbonil proporciona uma absortividade 

molar  (Ɛ= 8.000 – 20.000 nm) correspondente à transição mais intensa π-----π* do 

grupo carbonil e à transição n---- π*, bem menos intensa (Ɛ = 50 – 100 nm) 

(ARAUJO, 2006). 

Considerando o coeficiente de variação menor do que 2%, verificou-se que as 

menores concentrações de etinilestradiol e drospirenona capazes de se identificar e 

de se quantificar com precisão, foram de 0,05 µg mL e 1,0 µg mL, respectivamente 

(Figura. 15 e 16). 

 

Figura 15. Cromatograma resultante da análise da solução padrão de drospirenona 1,0 µg mL 
(CLAE-UV); Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, 
fase móvel MeCN/H2O (50:50) (v/v);  e volume de injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min  detecção UV em 
200 nm e  temperatura controlada de 25±1°C.    
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Figura 16. Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol 0,05 µg mL (CLAE-Fluorescência); 
Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, fase móvel 
MeCN/H2O (50:50) (v/v); vazão 1mL min  e volume de injeção 20 µL, λex = 280nm e λem = 310nm, 
resposta: 1, ganho: 1x, sensibilidade: média e temperatura controlada de 25 ± 1ºC 

 
 

6.2.4. Teste de adequabilidade do sistema 

 
 Os testes de adequabilidade do sistema podem ser observados na Tabela 18  
 
Tabela 18. Parâmetros cromatográficos obtidos empregando solução padrão de etinilestradiol e 
drospirenona 5,0 µg mL e 750,0 µg mL. Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - 
C18,(125 x 4 mm) 5 µm; vazão 1,0 mL min; volume de injeção 20 µL, temperatura controlada de 25 ± 
1ºC pelos métodos CLAE-UV e CLAE-Fluorescência.  

Parâmetros
a 
 Etinilestradiol Drospirenona 

Tempo de retenção 3,96 ± 0,00 5,69 ± 0,065 

Área 5.536.195 ± 1,06  3.023.521 ± 1,97 

Pratos teóricos 3765 ± 0,03 4639 ± 0,05 

Fator capacidade 2,55 ± 0,00 4,10 ± 0,00 

a
média de 10 determinações 

 De acordo com os resultados do teste de adequabilidade do sistema, pode-se 

verificar que a resolução e a repetibilidade do sistema cromatográfico estão 

adequadas. Os resultados deste teste garantem que o equipamento utilizado está 

apto a gerar resultados confiáveis (UNITED STATES PHARMACOPEIAL, 2011). 
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Para os resultados obtidos pelo DPR, que foram inferiores a 2%, pode-se assegurar 

que o sistema esta adequado para a realização dos testes de validação. 

 

6.2.5. Precisão 

A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos por uma série 

de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003). 

O objetivo principal foi avaliar a variabilidade intra-dia e inter-dia, além de determinar 

o teor do fármaco no medicamento. 

 

 
Tabela 19. Resultados obtidos na avaliação da repetibilidade para determinação quantitativa de 
etinilestradiol e drospirenona na amostra 2, através da cromatografia de fase líquida de alta eficiência 

Repetibilidade Etinilestradiol Drospirenona 

Valor encontrado (µg /unid)
a
 19,53 3.026,00 

Teor (%) 97,65 100,88 

DPR (%) 1,06 1,97 

a 
valor da média aritimética (n = 6) 

 
  

Para que um método seja tido como preciso o DPR, tanto intra-dia como inter-

dia, deve ser inferior a 5%, conforme a RE 899 (ANVISA, 2003). A precisão do 

método foi avaliada pelo desvio padrão relativo (DPR). O método intra-dia 

determinou DPR inferior a 2%, assegurando assim a repetibilidade do método e 

pequena variabilidade (Tabela 19). A precisão inter-dia foi realizada à partir da 

análise de soluções de concentrações  baixa, média e alta (em triplicata), durante 3 

dias consecutivos pelo mesmo analista. Os resultados indicam que o DPR varia 

entre 0.37 e 1.17%, assegurando a precisão do método proposto (Tabela 20).  
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Tabela 20. Resultados estatísticos obtidos na análise das formulações farmacêuticas inter-dia 
empregando a cromatografia em fase líquida de alta eficiência   

Amostra 
 
 

 
Concentração 

(µg /mL) 

 
Desvio Padrão 

 
Desvio padrão 

relativo (%) 

1 

 
Etinilestradiol

a
 

2,50 
5,00 
7,50 

0,55 
0,84 
0,41 

0,70 
1,00 
1,70 

 
Drospirenona

b
 

250,00 
500,00 
750,00 

0,95 
1,17 
0,60 

1,26 
1,49 
1,21 

2 

 
Etinilestradiol

a
 

2,50 
5,00 
7,50 

0,88 
0,65 
0,59 

0,99 
1,25 
0,61 

 
Drospirenona

b
 

375,00 
750,00 
1125,00 

0,43 
0,47 
0,96 

0,88 
1,19 
1,16 

3 

 
Etinilestradiol

a
 

2,50 
5,00 
7,50 

0,73 
1,04 
0,37 

1,19 
1,27 
0,68 

 
Drospirenona

b
 

250,00 
500,00 
750,00 

0,84 
1,37 
0,67 

1,24 
1,74 
1,31 

         a
 Detecção por fluorescência                                     

b
 Detecção por UV 

 

 

6.2.5.1. Determinação dos teores percentuais das amostras 

A Tabela 21 demonstra os resultados obtidos na determinação dos teores das 

amostras comerciais 1, 2 e 3 analisadas pelo método proposto. 

 

Tabela 21. Determinação do teor de fármaco presente na amostra comercial empregando a 
cromatografia em fase líquida de alta eficiência 

 
Amostra 

 
 

Quantidade 
declarada          
(µg /unid) 

Valor 
encontrado 
(µg /unid) 

Desvio padrão 
relativo (%) Teor (%) 

1 

 
Etinilestradiol

a
 

 
30,00 

 
29,22 

 
0,57 

 
97,40 

 
Drospirenona

b
 

 
3000,00 

 
2859,30 

 
0,37 

 
95,30 

2 

 
Etinilestradiol

a
 

 
20,00 

 
21,45 

 
0,96 

 
107,26 

 
Drospirenona

b
 

 
3000,00 

 
2889,30 

 
0,99 

 
96,31 

3 

 
Etinilestradiol

a
 

 
30,00 

 
32,37 

 
0,18 

 
107,91 

 
Drospirenona

b
 

 
3000,00 

 
2901,00 

 
0,34 

 
96,70 

a
 Detecção por fluorescência 

b
 Detecção por UV 

 

 De acordo com a Farmacopéia Americana (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA, 2011), a associação de etinilestradiol com a drospirenona não 

deve conter menos do que 90% e não mais que 110% de um dos componentes. 
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Baseando-se nessa informação, as três amostras analisadas encontram-se com as 

quantidades dentro da concentração permitida. 

 

6.2.6. Exatidão 

 A exatidão do método foi determinada pelo teste de recuperação, em três 

níveis de concentração. A recuperação média encontrada para o etinilestradiol foi de 

100,84% e para a drospirenona 100,06%. Pode ser observado que o intervalo de 

recuperação está entre 98,0 e 102,0% (ANVISA, 2003) (Tabela 22), indicando assim 

boa concordância entre as quantidades adicionadas de solução padrão e as 

quantidades recuperadas. Com os resultados obtidos, pode-se concluir que o 

método é exato. 

 

Tabela 22. Resultados obtidos na determinação da porcentagem de recuperação de solução padrão 
de etinilestardiol e drospirenona adicionada ao placebo 

  
Padrão adicionado ao 

placebo (µg mL) 

 
Padrão encontrado  

(µg /mL) 

 
Recuperação (%) 

 
Etinilestradiol

a
 

2,50 2,53 101,30 
5,00 5,06 101,38 

7,50 7,48 
 

99,85 

 
Drospirenona

b
 

375,00 382,99 102,00 
750,00 740,50 98,73 

1.125,00 1.118,54 99,45 
a
 Detecção por fluorescência                                                          

b
 Detecção por UV 

 

6.2.7. Robustez 

 

A robustez do método foi avaliada mediante um planejamento fatorial 23. 

Sabendo-se que o valor da resolução (Rs) para a condição experimental 

estabelecida é 5,84, outros valores foram obtidos com as modificações dos fatores, 

porém, em nenhum dos dois níveis avaliados a resolução se observa comprometida, 

sendo sempre maior do que 2,00, indicando com isto que o método é capaz de 

suportar mudanças provenientes de erros aleatórios e erros do analista. Assim 

sendo, considera-se o método proposto robusto nas condições analíticas avaliadas 

para a resposta resolução. A Tabela 23 mostra os resultados obtidos em função da 

resolução (Rs). 
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Tabela 23. Condições cromatográficas empregadas para a determinação da robustez do método 
cromatográfico 

 Condições cromatográficas 

                   Fatores Nível inferior (-) Nível zero (0) Nível superior (+) 

 A – Vazão (mL min) 

        B – Temperatura (°C) 

                              C – MeCN/H2O (v/v) 

0,9 1,0 1,1 

22 25 28 

45:55 50:50 55:45 

Exp. n° Fator A Fator B Fator C Rs 

1    5,40 

2 +   4,84 

3  +  5,32 

4 + +  4,75 

5   + 4,56 

6 +  + 4,27 

7  + + 4,58 

8 + + + 4,29 

  
 

De acordo com os resultados obtidos, podemos avaliar que a Rs será maior 

quanto menor for a vazão e a proporção de MeCN. A temperatura não tem efeito 

significativo na Rs, sendo o fator menos crítico na separação.  

 

 

6.2.8. Teste de estresse 
 

Os resultados obtidos nos testes de estresse, empregando-se o método por 

CLAE podem ser observados na Tabela 24 e nas Figuras 17,18,19 e 20. 
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Tabela 24. Resultados obtidos empregando-se CLAE após condições de estresse do etinilestradiol e 
drospirenona 

Meio de reação Após estresse (%) Degradação (%) 

Etinilestradiol Drospirenona Etinilestradiol Drospirenona 

                     Ácido 1,51 0 98,48 100,00 

                      Alcalino 87,37 87,42 12,42 12,58 

Oxidante 5,85 4,24 94,15 95,75 

Neutro 25,26 124,00 74,73 0,00 

 

 

6.2.8.1. Estabilidade em meio ácido 

Após exposição em meio ácido (Tabela 24), observa-se degradação 

significante do etinilestradiol e total da drospirenona. 

 

Figura 17. Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg /mL) e drospirenona (750,0 µg 
mL), detecção em 200 nm (CLAE-UV); Cromatograma resultante da análise da solução padrão de 
etinilestradiol 5,0 µg /mL , λex = 280 nm e λem = 310 nm (CLAE-Fluorescência), após exposição em 
meio ácido; Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, 
fase móvel MeCN/H2O (50:50) (v/v);  e volume de injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min e temperatura 
controlada de 25 ± 1ºC.  



105 
 

6.2.8.2. Estabilidade em meio alcalino 

 
 

Em exposição a meio alcalino, observa-se em 2,0 min um pico não 

identificado por fluorescência, o que confirma a modificação no tempo de retenção 

da drospirenona.  

Para exposição em meio alcalino, não se observa degradação significativa 

tanto do etinilestradiol quanto da drospirenona (Tabela 24). De acordo com SILVA, 

et al. (2009) a taxa de decomposição é lenta para hidrólise realizada em pH neutro, 

o que é compreensível, porque reações em pH neutro são não-catalíticas e por isso 

podem ser necessários períodos muito longos sob condições de temperatura 

extremas, para conseguir quantidades suficientes de produtos de degradação.  

 

Figura 18. Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg mL) e drospirenona (750,0 µg 
mL), detecção em 200 nm (CLAE-UV); Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol 5,0 µg 
/mL, λex = 280 nm e λem = 310 nm (CLAE- Fluorescência), após exposição em meio alcalino; 
Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, fase móvel 
MeCN/H2O (50:50) (v/v);  e volume de injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min e temperatura controlada de 
25 ± 1ºC.  

 

6.2.8.3. Estabilidade em meio oxidante 

A degradação oxidativa é uma das principais causas de instabilidade de 

fármacos. Dentre os mais conhecidos e estudados estão os esteróides, os 
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antibióticos, as vitaminas, os óleos e as gorduras. A oxidação envolve a remoção de 

um átomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adição de um átomo eletronegativo 

ou radical. Muitas oxidações são reações em cadeia, que procedem lentamente sob 

a influência do oxigênio molecular. Tal processo de reação é referido como uma 

auto-oxidação (SILVA, et al., 2009). 

Após exposição ao meio oxidante, podem ser observados picos 

desconhecidos (Figura 19), além de degradação significativa para a drospirenona e 

etinilestradiol (Tabela 24). 

 

Figura 19. Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg /mL) e drospirenona (750,0 µg 
/mL), detecção em 200 nm (CLAE-UV); Cromatograma resultante da análise da solução padrão de 
etinilestradiol 5,0 µg /mL, λex = 280 nm e λem = 310 nm (CLAE- Fluorescência) em meio oxidante; 
Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, fase móvel 
MeCN/H2O (50:50) (v/v); e volume de injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min e temperatura controlada de 
25 ± 1ºC.  

 

6.2.8.4. Estabilidade em meio neutro 

Em meio neutro o tempo de retenção não variou, entretanto verificou-se 

degradação significante do etinilestradiol de 74,73%. A drospirenona apresentou 

aumento na área, certamente devido a co-eluição de um produto de degradação no 

mesmo tempo de eluição.  

 



107 
 

 

Figura 20. Cromatograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg mL) e drospirenona (750,0 µg 
mL), detecção em 200 nm (CLAE-UV); Cromatograma resultante da análise da solução padrão de 
etinilestradiol 5,0 µg /mL , λex = 280 nm e λem = 310 nm (CLAE-Fluorescência), em meio neutro. 
Condições cromatográficas: Coluna: LiChroCART® 100RP - C18, (125 x 4 mm) 5 µm, fase móvel 
MeCN/H2O (50:50) (v/v); e volume de injeção 20 µL; vazão 1,0 mL min e temperatura controlada de 
25 ± 1ºC.  

 

6.3.  Eletroforese capilar 

Após o desenvolvimento de diversos sistemas micelares modificados 

utilizando diversas proporções de acetonitrila, isopropanol, metanol e acetona em 

associação com o SDS e TBS e a variação dos parâmetros testados, foi possível 

chegar a uma condição favorável à separação dos analitos. 

Após os testes realizados utilizando metanol 0 - 20% e isopropanol 0 - 10%, 

em associação com o SDS e TBS, observou-se co-eluição dos analitos em todas as 

análises realizadas. Utilizando-se acetona, foi possível separar os analitos, 

entretanto, o método não foi reprodutível. As condições experimentais estabelecidas 

utilizando MeCN foram as mais adequadas para análise dos dois hormônios em 

associação. 

O sistema micelar que se mostrou mais eficiente para a análise com coluna 

40,2 cm (30 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e., foi o constituído pela solução de 
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TBS 20 mM, SDS 30 mM e 30 % (v/v) de MeCN;  injeção hidrodinâmica: 0,3 psi por 

3 seg; controle de temperatura ajustado em 30ºC e, + 18 kV de tensão.  

Para análise em coluna de 31,2 cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm 

d.e., o sistema micelar que se mostrou mais eficiente foi o constituído pela solução 

de TBS 30 mM, SDS 25 mM e 40% (v/v) de MeCN; injeção hidrodinâmica: 0,3 psi 

por 3 seg; controle de temperatura ajustado em 30ºC e +13 kV de tensão. Embora o 

sistema para análise em coluna 31,2 cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e., 

tenha demonstrado tempos de retenção menores, o método não demonstrou 

reprodutibilidade adequada para sua validação. 

          Com sistemas contendo quantidades menores do que 38% de MeCN, 

observou-se co-eluição dos analitos, o que prejudicou a quantificação dos dois 

fármacos. Utilizando-se sistemas com quantidades maiores do que 40% de MeCN 

observou-se a formação de precipitado proveniente da quebra do revestimento 

externo do capilar de silica, o que impediu a passagem do tampão através da coluna 

além de torná-lo frágil e quebradiço.  

 

6.3.1. Otimização dos parâmetros analíticos 

Quando um novo método é desenvolvido, muito tempo é despendido na 

escolha e avaliação do desempenho e reprodutibilidade do método (RIBANI, 2004). 

O capilar de sílica tem papel determinante no processo de retenção dos analítos 

presentes na mistura. Diversos estudos foram feitos com objetivo de reduzir a 

concentração de MeCN presente no tampão, garantindo a integridade do capilar de 

sílica e a boa separação dos analitos. 

A padronização das condições para análise das amostras foram avaliadas 

após estudo sistemático. Foram testados diferentes pHs, mas o que demonstrou 

melhor resposta foi o pH 9,20. Para a diluição das soluções estoque de etinilestradiol 

e drospirenona foram efetuados testes com diferentes proporções da mistura 

H2O/metanol, inclusive o metanol puro. A mistura H2O/metanol 25:75 (v/v) foi a que 

proporcionou respostas mais satisfatórias. Foram realizados testes com diferentes 
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volumes de injeção hidrodinâmica (amostra e amostra seguida de tampão). O 

volume que demonstrou a melhor resposta foi de 0.3 psi por 5 seg seguidos de 

tampão 0.1 psi por 1 seg.  

O comprimento de onda de 210 nm foi o escolhido, pois dentre os testados foi 

o que proporcionou os melhores resultados dando origem a picos com boa 

resolução. Para evitar a obstrução da coluna a cada triplicata um novo tampão foi 

preparado e os “vials” trocados. 

 Condições padronizadas 

Foram as condições que se mostraram mais adequadas para determinação e 

quantificação dos fármacos em associação, pois possibilitaram uma boa 

quantificação principalmente do etinilestradiol, presente em pequenas quantidades e 

separação dos analitos, isto é, não houve co-eluição, o que prejudicaria a 

quantificação dos dois analitos. O tempo de corrida de 10 min, é adequado para 

análise de rotina. As condições selecionadas foram: 

 O tampão que se mostrou mais eficiente para a análise com coluna 31,2 cm (21 

cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e., foi o constituído de SDS 20 mM, TBS 30 mM 

e MeCN 30%, pH 9,20. Todas as análises foram realizadas em temperatura 

controlada de 20ºC e tensão de +12 kv.  A detecção foi efetuada em 210 nm e a 

injeção hidrodinamica de 0.3 psi por 5 seg seguidos de tampão 0.1 psi por 1 seg.  

 

6.3.1.1. Solução padrão 

As soluções padrão foram preparadas com objetivo de realizar a quantificação 

simultânea de ambos os hormônios da formulação. 

O eletroferograma ilustrado na Figura 21 corresponde à análise da solução 

padrão de etinilestradiol, drospirenona e loratadina nas concentrações de 5,0 µg mL, 

750,0 µg mL e 60,0 µg mL, respectivamente. 
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Figura 21. Eletroferograma da solução padrão de etinilestradiol (5,0 µg mL) e drospirenona (750,0 µg 
mL) e Loratadina (padrão interno) (60,0 µg mL), detecção em 210 nm. Condições experimentais: 
Capilar de sílica fundida como 31,2 cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; fase móvel SDS 
20 mM, TBS 30 mM e MeCN 30%, pH 9,20; tensão: +12 kv e temperatura controlada de 20ºC. Tempo 
de retenção: 1) Drosprenona 6,90 min 2) Etinilestradiol 7,45 min 3) Loratadina (Padrão interno) 8,09 
min 

 

6.3.1.2. Análise do placebo 

O placebo foi preparado com o objetivo de se avaliar possíveis interferentes 

nos métodos, utilizando as condições padronizadas. O eletroferograma corresponde 

à análise do placebo preparado em laboratório de acordo com a composição 

apresentada anteriormente (item 5.2.1.5.)(Figura. 22). 

 

6.3.1.3. Análise das amostras comerciais 

Na Figura 22 podem ser observados os eletroferogramas da amostra e do 

placebo, onde a presença dos excipientes contidos na formulação testada não 

interferem com os picos de interesse. 
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Figura 22.  Amostra comercial contendo etinilestradiol (5,0 µg mL), drospirenona (750,0 µg mL) e 
loratadina (60,0 µg /mL)  ( A ) e placebo ( B ) detecção em 210 nm. Condições experimentais: Capilar 
de sílica fundida com 31,2 cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; fase móvel SDS 20 mM, 
TBS 30 mM e MeCN 30%, pH 9,20; tensão: +12 kv e temperatura controlada de 20ºC. Tempo de 
retenção:  1) Drospirenona (Tr = 5,07 min), 2) Etinilestradiol (Tr = 5,3 min) e Loratadina (Padrão 
interno) (Tr = 5,57 min) 

 

6.3.2. Linearidade 

 Para a preparação da solução dos padrões e obtenção da curva de 

calibração, tomou-se por base a quantidade de etinilestradiol e de drospirenona 

declarados nas amostras comerciais, de modo que as concentrações nos pontos 
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intermediários das curvas de calibração correspondessem à diluição de uma 

unidade (comprimido revestido). Assim o ponto médio da curva de etinilestradiol e 

drospirenona corresponde a 5,0 µg mL e 750,0 µg mL, respectivamente, 

equivalentes a 20,0 µg de etinilestradiol e 3.000,0 µg  de drospirenona por unidade 

declarada.  

 

Tabela 25. Resultados experimentais obtidos na determinação das curvas de calibração de 
etinilestradiol e drospirenona/padrão interno; detecção em 210 nm. Condições experimentais: Capilar 
de sílica fundida com 31,2 cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; fase móvel SDS 20 mM, 
TBS 30 mM e MeCN 30%, pH 9,20; tensão: +12 kv e temperatura controlada de 20ºC. 

 

Concentração  esperada 

de ETE (µg mL) 

 

Área média 

encontrada 

 (três leituras) 

Desvio padrão das 

concentrações 

encontradas de ETE 

Coeficiente de variação das 

concentrações de ETE (%) 

1 0.0069 0.00005 0.77 

3 0.0182 0.0060 3.30 

5 0.0308 0.0016 5.27 

7 0.0439 0.0005 1.15 

9 0.0577 0.0149 2.52 

11 0.0714 0.0003 0.47 

Concentração  esperada 

de DROSP (µg mL)  

Área média 

Encontrada 

 (três leituras) 

Desvio padrão das 

concentrações 

encontradas de DROSP 

Coeficiente de variação das 

concentrações de DROSP (%) 

150 0.179 0.0022 1.26 

450 0.472 0.0056 3.30 

750 0.805 0.009 1.12 

1050                  1.179 0.017 1.48 

1350 1.478 0.014 0.98 

1650 1.892 0.089 4.76 

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlação (r2) obtido pelas curvas 

padrão, conforme pode ser visto na Tabela 26. 

 

 



113 
 

Tabela 26. Resultados obtidos nas determinações das curvas de calibração para o etinilestradiol e 
drospirenona/padrão interno, detecção em 210 nm. 

 

Faixa de 

Concentração 

 (µg mL) 

Equação da reta 
Desvio 

Padrão 

Coeficiente 

de correlação 

Etinilestradiol 1 - 11 Y= 0.0065x - 0.0007 0.0039 0.9988 

Drospirenona 150 - 1650 Y = 0.0011x - 0.0236 0.0531 0.9980 

 

A linearidade foi determinada por meio da curva de calibração na qual se 

verificou a proporcionalidade entre a concentração do padrão e as áreas dos picos. 

De acordo com ANVISA (2003), julga-se satisfatório a linearidade do gráfico quando 

o coeficiente de correlação da reta obtida não é estatisticamente diferente da 

unidade (0,99<R<1,00 correlação perfeita), para validação de métodos analíticos.  

Estes coeficientes de correlação demonstram que a resposta do detector, foram 

lineares nos intervalos de concentração estudados. 

 

Figura 23. Linearidade resultante da análise da solução padrão de etinilestradiol/padrão interno; 
detecção em 210 nm. Condições experimentais: Capilar de sílica fundida com 31,2 cm (21 cm 
efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; fase móvel SDS 20 mM, TBS 30 mM e MeCN 30%, pH 9.20; 
tensão: +12 kv e temperatura controlada de 20ºC 
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Figura 24. Linearidade resultante da análise da solução padrão de drospirenona/padrão interno; 
detecção em 210 nm. Condições experimentais: Capilar de sílica fundida com 31,2 cm (21 cm 
efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e.; fase móvel SDS 20 mM, TBS 30 mM e MeCN 30%, pH 9,20; 
tensão: +12 kv e temperatura controlada de 20ºC 

 

6.3.3. Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) 

Os limites de detecção e de quantificação do método foram estabelecidos 

experimentalmente através da análise dos hormônios estudados. A Tabela 27 

apresenta os respectivos valores estimados de limites de detecção e quantificação 

para cada um dos analitos. 

 

Tabela 27.  Resultados obtidos na determinação dos limites de detecção e de quantificação para a 
drospirenona e o etinilestardiol. 

Detecção 210 nm LQ (µg /mL) LD (µg /mL) 

Etinilestradiol 1,44 0,47 

Drospirenona 483,20 159,40 
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6.3.4. Teste de adequabilidade do sistema 

 
 Os testes de adequabilidade do sistema podem ser observados na Tabela 28  
 

 
Tabela 28. Parâmetros eletroforéticos obtidos empregando solução padrão de etinilestradiol e 
drospirenona 5,0 µg /mL e 750,0 µg /mL. Condições experimentais: Capilar de sílica fundida com 31,2 
cm (21 cm efetivos) x 75 µm d.i. x 375 µm d.e. Injeção hidrodinamica: 0.3 psi 5 seg tampão 0.1 psi 
1seg. detecção: 210 nm temperatura: 20ºC. tensão: +12 kV.  

Parâmetros
a 
 Etinilestradiol Drospirenona 

Tempo de retenção 8,72 ± 1,20 8,11 ± 1,18 

Área 0,062 ± 0,00 1,871 ± 0,03 

Pratos teóricos 16678 ± 0,03 19665 ± 0,02 

Fator capacidade 9004166 ± 0,53 8049999 ± 0,42 

Assimetria 1,358 ± 0,00 0,816 ± 0,00 

a
média de 10 determinações 

 

De acordo com os resultados do teste de adequabilidade do sistema, pode-se 

verificar que a resolução e a repetibilidade do sistema cromatográfico estão 

adequadas. Os resultados deste teste garantem que o equipamento utilizado está 

apto a gerar resultados confiáveis (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2011). Para 

os resultados obtidos pelo DPR, que foram inferiores a 2%, pode-se assegurar que o 

sistema esta adequado para a realização dos testes de validação. 

 

6.3.5. Precisão 

A precisão é a avaliação da proximidade dos resultados obtidos por uma série 

de medidas de uma amostragem múltipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003). 

O objetivo principal foi avaliar a variabilidade intra-dia e inter-dia, além de determinar 

o teor do fármaco no medicamento. 
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Tabela 29. Resultados obtidos na avaliação da repetibilidade para determinação quantitativa de 
etinilestradiol e drospirenona, através da eletroforese capilar 

 

Repetibilidade Etinilestradiol Drospirenona 

Valor encontrado (µg/unid) 20,4 3036,00 

Teor (%) 102,00 101,22 

DPR (%) 2,65 1,81 

 

 

Para que um método seja tido como preciso, o DPR, tanto intra-dia como 

inter-dia, devem ser inferioriores a 5%, conforme a RE 899 (ANVISA, 2003). A 

precisão do método foi avaliada pelo desvio padrão relativo (DPR). O método intra-

dia determinou DPR, inferior a 5%, assegurando assim a repetibilidade do método e 

pequena variabilidade (Tabela 29). A precisão inter-dia foi realizada à partir da 

análise de soluções de concentrações baixa, média e alta (em triplicata), durante 3 

dias consecutivos pelo mesmo analista. Os resultados indicam que o DPR varia 

entre 0.74 e 3,50%, assegurando a precisão do método proposto (Tabela 30). A 

amostra 3 demonstrou co-eluição no ponto alto, o que impediu sua quantificação. 

 

Tabela 30. Resultados estatísticos obtidos na análise das formulações farmacêuticas inter-dia 
empregando a eletroforese capilar   

Amostra 
 
 

 
Concentração 

(µg mL) 

 
Desvio 

padrão (%) 
Desvio padrão 

relativo (%) 

1 

 
Etinilestradiol 

3,00 
5,00 
7,00 

0,0009 
0,0008 
0,0005 

2,73 
1,96 
1,20 

 
Drospirenona 

300,00 
500,00 
700,00 

0,0078 
0,0281 
0,0259 

1,21 
2,63 
1,78 

2 

 
Etinilestradiol 

3,00 
5,00 
7,00 

0,0009 
0,0003 
0,0026 

3,50 
0,82 
2,56 

 
Drospirenona 

450,00 
750,00 

1.050,00 

0,0183 
0,0399 
0,0488 

1,73 
2,08 
2,05 

3 

 
Etinilestradiol 

3,00 
5,00 
7,00 

0,0006 
0,0003 

---- 

2,08 
0,74 
---- 

 
Drospirenona 

300,00 
500,00 
700,00 

0,0164 
0,0251 

---- 

2,52 
2,35 
---- 
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6.3.5.1. Determinação dos teores percentuais das amostras 

 

A Tabela 31 demonstra os resultados obtidos na determinação dos teores das 

amostras comerciais 1, 2 e 3 analisadas pelo método proposto. 

 

Tabela 31. Determinação do teor de fármaco presente na amostra comercial 

 
Amostra 

 
 

Quantidade 
declarada          
(µg/unid) 

Valor 
encontrado 

(µg/unid) 

 
Desvio padrão 

relativo (%) 
Teor (%) 

1 
Etinilestradiol 30,00 27,16 1,96 90,54 

 
Drospirenona 

 
3000,00 

 
2.910 

 
2,63 

 
97.07 

2 
Etinilestradiol 20,00 19,92 0,82 99,60 

 
Drospirenona 

 
3000,00 

 
3036 

 
2,08 

 
101.20 

3 
Etinilestradiol 30,00 30,78 0,74 102.60 

 
Drospirenona 

 
3000,00 

 
2.907,00 

 
2,35 

 
96,90 

 
 
 

 De acordo com a Farmacopéia Americana (UNITED STATES 

PHARMACOPEIA, 2011), a associação de etinilestradiol com a drospirenona não 

deve conter menos do que 90% e não mais que 110% de um dos componentes. 

Baseando-se nessa informação, as três amostras analisadas encontram-se com as 

quantidades dentro da concentração permitida. 

 

6.3.6. Exatidão 

A exatidão do método foi determinada pelo teste de recuperação, em três 

níveis de concentração. A recuperação média encontrada para o etinilestradiol foi de 

99,37% e para a drospirenona 100,97%. Pode ser observado que o intervalo de 

recuperação está entre 98,0 e 102,0% (Tabela 31), indicando assim boa 

concordância entre as quantidades adicionadas de solução padrão e as quantidades 

recuperadas. Cada determinação foi realizada em triplicata para calcular o intervalo 

de confiança e desvio padrão relativo. Com os resultados obtidos, pode-se concluir 

que o método é exato. 
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Tabela 32. Resultados obtidos na determinação da porcentagem de recuperação de solução padrão 
de etinilestardiol e drospirenona adicionada ao placebo  

 
 Padrão adicionado ao 

placebo (µg /mL) 
Padrão encontrado  

(µg /mL) 
Recuperação (%) 

 
Etinilestradiol 

3,00 2,96 98,85 
5,00 5,05 101,2 

7,00 6,86 98,06 

 
Drospirenona 

450,00 444,42 98,76 
750,00 769,97 102,65 
1050,00 1.065,75 101,50 

 

6.3.7. Robustez 

Quando é desenvolvido um novo método analítico entram em estudo algumas 

variáveis as quais devem ser controladas cuidadosamente. No caso da técnica de 

eletroforese capilar existem dificuldades para o planejamento da avaliação da 

robustez, visto que é necessário manter sob controle todas as condições analíticas 

estabelecidas (DEJAEGUER e HEYDEN, 2007). 

A robustez do método foi avaliada mediante um planejamento fatorial 23. 

Sabendo-se que o valor da resolução (Rs) para a condição experimental 

estabelecida é  2,30, outros valores foram obtidos com as modificações dos fatores, 

porém, em nenhum dos dois níveis avaliados a resolução se observa comprometida, 

sendo sempre maior do que 2,00, indicando com isto que o método é capaz de 

suportar mudanças provenientes de erros aleatórios e erros do analista. Assim 

sendo, considera-se o método proposto robusto nas condições analíticas avaliadas 

para a resposta resolução. A Tabela 33 mostra os resultados obtidos em função da 

resolução (Rs). 
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Tabela 33. Condições cromatográficas empregadas para a determinação da robustez do método 
eletroforético 

 Condições cromatográficas 

                   Fatores    Nível inferior (-)      Nível zero (0)   Nível superior (+) 

    A – SDS (mM) 

B – TBS (mM) 

                                C – Voltagem (+Kv) 

18 20 22 

28 30 32 

+11 + 12 + 13 

Exp. n° Fator A Fator B Fator C Rs 

1    2,05 

2 +   2,27 

3  +  2.20 

4 + +  2,25 

5   + 2,16 

6 +  + 2.22 

7  + + 2,06 

8 + + + 2.10 

  
 

De acordo com os resultados obtidos, podemos avaliar que a Rs será maior 

quanto menor for a voltagem. A concentração de TBS não tem efeito significativo na 

Rs, sendo o fator menos crítico na separação.   

 

 

 

 

 

 

 



120 
 

6.4. Comparação entre técnicas de CLAE e EC para a determinação 
quantitativa de etinilestradiol e drospirenona 

 

Os resultados obtidos na determinação de etinilestradiol e drospirenona por 

CLAE e EC podem ser observados na Tabela 34: 

 

Tabela 34. Parâmetros estatisticos e estudo comparativo entre CLAE e EC, para determinação 
quantitativa de etinilestradiol e drospirenona. Amostra 1 contendo 30,0 µg/comprimido revestido e 
3.000,00  µg /comprimido revestido para etinilestradiol e drospirenona, respectivamente e Amostra 2 
contendo 20,0 µg/unid e 3.000,0 µg/unid para etinilestradiol e drospirenona, respectivamente. 

 

 

Amostra 

Parâmetros 

estatísticos 

CLAE EC 

Etinilestradiol Drospirenona Etinilestradiol Drospirenona 

 

1 

 29,94 3.081,00 29,35 3.062,50 

DPR 0,04 0,22 0,05 0,29 

 

2 

 19,68 2.965 19,8 2.970,00 

DPR 0,03 0,36 0,035 0,49 

 Teste – f 
a
 

Etinilestradiol       Drospirenona 

Teste – t
b
 

Etinilestradiol            Drospirenona 

      1 1,56 1,73 0,29 1,65 

      2 1,36 1,85 0,08 0,26 

a 
 valor crítico F com P = 95%, F =4,026 

b
  valor crítico t student’s com P = 95% 

DPR = Desvio padrão relativo 

 

Para cada método 10 determinações foram realizadas, portanto o número de 

graus de liberdade (n-1) em cada caso é nove. Para o teste t, o valor crítico de t (P = 

0,05) é 2,1, para 95% de certeza. Como o valor experimental é menor do que esse 

valor, não existe diferença significante entre os dois métodos. O valor crítico de F (P 

= 0,05), é nesse caso, de 4,026. Como os valores calculados de F para as amostras 

1 e 2, não excedem o valor crítico, a variância entre os métodos não é 

significativamente diferente.  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

        Os testes de caracterização e teor de pureza foram utilizados como importantes 

ferramentas de caracterização química para o etinilestradiol, drospirenona e para os 

fármacos em associação. A TG/DTG e a DSC permitem avaliar a ocorrência de uma 

interação entre os componentes da formulação, o que demonstra a importância 

dessas técnicas na caracterização desses materiais.  

Os métodos propostos para determinação de etinilestradiol e drospirenona 

são simples, confiáveis e econômicos. Podem ser utilizados em análise de rotina já 

que os excipientes do medicamento não interferem na quantificação nas duas 

técnicas utilizadas nesse trabalho (cromatográfica e eletroforética), além de serem 

aplicadas satisfatoriamente às amostras comercializadas no Brasil.  

O método elétroforético demonstrou ser linear, com detecção UV. O 

procedimento cromatográfico proposto foi avaliado empregando-se dois detectores o 

de UV e de Fluorescência. Os LD e LQ para CLAE-fluorescência mostraram-se 

adequados para o etinilestradiol. A drospirenona não emite radiação fluorescente 

para quantificação, portanto a detecção foi efetuada utilizando-se o UV. A utilização 

da detecção por fluorescência no método cromatográfico permitiu a obtenção de um 

menor LD e LQ para o etinilestradiol, quando comparado ao método eletroforético. 

Os coeficientes de variação comprovaram a precisão dos métodos propostos 

e os testes de recuperação efetuados apresentaram resultados que comprovaram a 

exatidão dos métodos. A robustez foi demonstrada sem perda da resolução não 

ocorrendo sobreposição dos picos (etinilestradiol e drospirenona). Estatisticamente 

não existem diferenças significativas quanto à determinação de teor entre os dois 

métodos propostos, permitindo um nível de confiança de 95,0%.  
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