Boletim
Informativo
Geum

Informative Geum Bulletin

Desenvolvimento de técnica analitica para validacao de corticosteroides em
CLAE-UV

Development of an analytical technique for corticosteroid validation in
HPLC-UV

RESUMO

Objetivos: Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para determinacédo de
corticosteroides.Material e Métodos: Foram preparadas solugbes dos corticosteroides hidrocortisona,
dexametasona e betametasona com metanol obtendo-se as concentragdes de 400 pg/ml. Em seguida preparou-se
a partir das mesmas, solu¢cbes com metanol/agua de concentracdo entre 5 e 60 pug/ml e entdo realizou-se os
testes para validar a metodologia. A leitura foi realizada com sistema cromatografico de injecdo manual, composto
por 2 bombas, 1 controlador, sistema degasser e detector UV-Vis; fase estaciondria: coluna cromatografica
Kinetex Phenomenex C18 150 x 4,6 mm x 5p; fase mével 70% metanol e 30% agua ultra purificada, fluxo de 1
mL/min e comprimento de onda em 250 nm. Resultados: A validacdo apresentou respectivamente para o0s
corticoides hidrocortisona, dexametasona e betametasona: linearidade: r = 0.997; r = 0.997; r = 0.996; precisdo
com coeficiente de variagdo maximo de 1,8; 1,72 e 2,70; exatiddo maxima de 3,55; 3,25 e 2,76. A metodologia
mostrou-se robusta e seletiva. Conclusdo: O método apresentou resultados satisfatérios, possibilitando sua
utilizacé@o para validagdo e determinacdo dos farmacos em estudo.

Palavras-chaves: Corticoides, cromatografia, cromatografia liquida
ABSTRACT

Objectives: To develop and validate a high performance liquid chromatography method for the
determination of corticosteroids. Material and Methods: Solutions of corticosteroids hydrocortisone,
dexamethasone and betamethasone were prepared with methanol to obtain concentrations of 400 yg / ml. Then,
solutions with methanol / water of concentration between 5 and 60 pg / ml were prepared therefrom and then the
tests were carried out to validate the methodology. The reading was performed with a manual injection
chromatographic system, consisting of 2 pumps, 1 controller, degasser system and UV-Vis detector; stationary
phase: Kinetex Phenomenex C18 chromatography column 150 x 4.6 mm x 5y; mobile phase 70% methanol and
30% ultra purified water, flow 1 mL / min and wavelength at 250 nm. Results: The corticosteroids hydrocortisone,
dexamethasone and betamethasone were respectively validated: linearity: r = 0.997; r = 0.997; r = 0.996; precision
with a maximum coefficient of variation of 1.8; 1.72 and 2.70; maximum accuracy of 3.55; 3.25 and 2.76. The
methodology was robust and selective. Conclusion: The method presented satisfactory results, allowing its use for
validation and determination of the drugs under study.

Keywords: Corticoids, chromatography, liquid chromatography

Boletim Informativo Geum ¢ Informative Geum Bulletin
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal do Piaui
http://www.ojs.ufpi.br/index.php/geum/



INTRODUCAO

Os (glicocorticoides (GC) sao agentes
esteroides que possuem acado antinflamatoria e
imunossupressora, por essa razdo sao utilizados

para indmeras finalidades em terapias de
reposicao hormonal, imunossupressao,
antialérgica, atinflamatéria, e também em

tratamentos anticancer, principalmente associados
a outros medicamentos (BAVARESCO,
BERNARDI & BATTASTINI, 2005).

A estrutura molecular bésica dos
glicocorticoides consiste em 3 anéis hexano e 1
anel pentano (Figura 1), o]
ciclopentanoperidrofenantreno, derivado do
colesterol. Os glicocorticoides s&o variagdes dessa
estrutura basica, sejam eles naturais ou sintéticos,
e suas diferencas de poténcia, meia vida,
metabolismo e efeitos mineralocorticoides sé&o
ocasionadas pela variagdo do grupo 11-hidroxilo,
estrutura necessaria para efichcia dos mesmos
(PEREIRA, et al, 2007).

Figura 1 — Ciclopentanoperidrofenantreno

A classificagdo dos GC pode ser de acordo
com a meia vida, poténcia ou duracdo de agéo. A
duragdo de acdo, classifica-se como curta,
intermediaria e longa, e tem como base a duragéo
da supressdo do Horménio Adrenocorticotréfico
(ACTH). A cortisona e a hidrocortisona (Figura 2)
sdo classificados como GC de acéo curta, pois
suprimem o ACTH por 8 a 12 horas; GC de acao
intermediaria sdo a prednisona, a prednisolona, a
metilprednisolona e a triancinolona, estas
suprimem o ACTH por 12 a 36 horas; ja a
dexametasona e a betametasona (Figura 2) sao
classificados em GC de acdo longa, pois
promovem supressdo do ACTH por 36 a 72 horas.
A poténcia dos GC é avaliada pela sua afinidade
aos receptores citoplasmaticos e pela duragéo de
sua acao (ANTI, GIORGI & CHAHADE, 2008).

Figura 2 - Estruturas
Betametasona; B)
Hidrocortisona

quimicas - A)
Dexametasona; C)

A)Betametasona B) Dexametasona

C) Hidrocortisona

Durante a formulacdo e fabricagcdo de
farmacos € necessério a utlizagdo de métodos
analiticos para um adequado controle de
qualidade, métodos que possuam capacidade de
detectar produtos de degradacdo conhecidos ou
nao (SILVA, 2012). E assim, garantir e promover
seguranca dos farmacos produzindo resultados
dentro das especificacbes preestabelecidas,
reduzindo perdas, nivel de falhas e manter os
padrées de qualidade e base para melhoria
continua. As mesmas podendo ser realizadas
através de métodos  espectrofotométricos,
cromatogréficos, nado cromatogréaficos, testes
imunoldgicos ou microbiolégicos (BRASIL,2003).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) €é uma técnica de separagédo
fundamentada na distribuicdo dos componentes
de uma mistura entre duas fases imisciveis: a fase
movel, liquida, e a fase estacionaria, sélida,
contida em uma coluna cilindrica. (BRASIL, 2016).

Diferentes métodos de CLAE utilizando
fases moveis tém sido desenvolvidos e aplicados
em amostras de urina, plasma e formulacdes
farmacéuticas para separacdo de compostos e
misturas complexas de corticosteroides,
constatou-se que nesses métodos comumente
abordados houve a necessidade de um pré-
tratamento da amostra empregando técnicas de
extracdo, em fase sdélida ou por solventes
(TOLEDO PINTO, MENEZES & PEREIRA, 2010).

As normas para validacéo de
procedimentos analiticos estdo descritas na RE
899/2003, a qual cita quais os métodos devem ser
seguidos para atender as exigéncias das
aplicagbes analiticas, assegurando assim, a
confiabilidade dos resultados. O objetivo da
validacdo ¢é demonstrar que o0 método €
apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a
determinagdo qualitativa, semi-qualitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003).
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Com isso, 0 presente artigo busca
desenvolver e validar um método para
determinagcdo de farmacos corticoides mais
simples, de facil realizacéo, rapido e reprodutivo,
com a utilizacdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima, reagentes e equipamentos

Para validacdo do método analitico foram
utilizados padrdes dos corticoides betametasona
(Fragon, Lote: AM20213250), dexametasona
(Fragon, Lote: 21200031SC) e hidrocortisona
(Fragon, Lote: 17A2199032HD); metanol (MeOH)
J. T. Baker, lote M04CO00, metanol (MeOH) Sigma-
Aldrich, lote DCBD1711V, para uso em
cromatografia liquida a 99,9% de pureza; agua
ultra purificada no sistema  Milli-Q; balanca
analitica AR3130BR; vortex kasvi-basic K45-2820;
micropipeta de volume variavel faixa de volume 10
a 100 pL e 100 a 1000 pL, Peguepet; ponteiras; e
vidrarias entre tubos de ensaio e baldes
volumétricos; Sistema Cromatografico Shimadzu
de injecdo manual, composto pelos seguintes
médulos: 2 bombas LC-20AD, controlador CBM-
20A, sistema degasser DGU-20A; e detector SPD-
10A VP (UV-Vis Detector); coluna cromatogréfica
Kinetex Phenomenex C18 150 x 4,6 mm x 5.

2.2 Preparo das solugdes

Para validacdo da metodologia pesou-se
exatamente 10 mg dos padrdes de betametasona,
dexametasona e hidrocortisona, separadamente, e
transferiu-se os mesmos para balées volumétricos
de 25 mL com o auxilio do metanol. Em seguida
completou-se o volume do baldo (25 mL) com
metanol, solubilizando os padrdes dos farmacos,
agitando vigorosamente para alcancar uma
solucdo homogénea. A partir destas solucdes
transferiu-se aliquotas das trés solubilizacdes para
tubos de ensaio, de modo que os trés farmacos
estivessem na mesma preparacdo, ajustou-se o
volume com metanol/agua (1:1) para 10 mL e
assim obter amostras com 0Ss respectivos
corticoides nas concentragdes 60, 40, 20, 10, e 5
pg/mL, em seguida agitamos as solucdes
vigorosamente com auxilio do vortex e
posteriormente conduzimos as amostras para a
injecao.

2.3 Selecdo do comprimento de onda

Estabeleceu-se as condi¢cbes do ensaio e
foi determinado o espectro de absorcdo de acordo

com os dados descritos na Farmacopeia Brasileira
52 edicdo (ANVISA,2010), onde adotamos o
comprimento de onda de 250nm, valor adequado
para deteccéo dos corticoides analisados.

2.4. Metodologia analitica

Foi utilizado Sistema Cromatografico
Shimadzu de injecdo manual, composto pelos
seguintes modulos: 2 bombas LC-20AD,
controlador CBM-20A, sistema degasser DGU-
20A; e detector SPD-10A VP (UV-Vis Detector);
fase estacionaria: coluna cromatografica Kinetex
Phenomenex C18 150 x 4,6 mm x 5 ; fase mével:
70% metanol (MeOH) e 30% agua ultra purificada
no sistema Milli-Q; fluxo de 1 mL/min; volume de
injecdo 20 pL; comprimento de onda (A) de 250
nm.

2.5. Validagc&@o do método analitico

O método analitico foi validado segundo
critérios estabelecidos na “Farmacopeia Brasileira
52 edicdo” da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2010) e no “Guia
para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos” - ANVISA (BRASIL, 2003).

2.6. Seletividade / Especificidade

Com a finalidade de verificar a possivel
interferéncia dos demais componentes das
formulas no método e determinar sua
especificidade, prepararam-se amostras simuladas
isentas de corticoides que foram submetidas ao
método proposto.

2.7. Linearidade

Para o0 estudo do intervalo foram
preparadas  solugbes em triplicata nas
concentracdes de 5 a 60 pg/mL de solugdes com
os corticoides analisados. Realizou-se leitura das
solugBes em 250 nm, utilizando-se metanol / agua
para ajuste do zero. Construiu-se a curva analitica
nas concentracdes de 5, 10, 20, 40, e 60 pg/mL. A
equacao da reta foi obtida pelo método dos
minimos quadrados. Com os resultados obtidos,
calculou-se o desvio padrdo (DP) e o desvio
padrdo relativo (DPR) do método.

2.7.1. Limites de deteccéo e quantificacdo

Os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ) foram determinados a partir da
curva analitica e calculados pela relacdo: 3 x o/S e
10 x o/S, respectivamente, onde ¢ é o desvio
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padrdo do intercepto com o0 eixo y e S é a
inclinacdo da curva analitica.

2.8. Precisao

Pesou-se exatamente 10 mg dos padrbes
de hidrocortisona, dexametasona e betametasona,
separadamente, e transferiu-se 0s mesmos para
baldes volumétricos de 25 mL com o auxilio do
metanol. Posteriormente completou-se o volume
do baldo (25 mL) com metanol, solubilizando os
padrdes dos farmacos, agitando vigorosamente
para alcancar uma solucdo homogénea. A partir
destas solucBes transferiu-se aliquotas das trés
solubilizacbes para tubos de ensaio, de modo que
os trés farmacos estivessem ha mesma
preparacdo, e ajustou-se o volume para 10 mL
com metanol/dgua (1:1). Isto para obter amostras
com o0s respectivos corticoides na concentracao
40 pg/mL, procedimento realizado por dois
analistas. Obteve-se precisdo intermediaria e
exatiddo através da andlise da amostra em dois
dias diferentes, por dois analistas, onde as
mesmas foram realizadas em seis replicatas, na
concentracdo de 40 pg/mL. Com os resultados
obtidos calculou-se o desvio padrdo (DP) e o
desvio padrao relativo (DPR) do ensaio.

2.9. Exatidao

A exatiddo de um meétodo analitico é a
proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Foi
preparado 9 solugbes contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, 3 concentragdes,
10, 40 e 60 pg/mL, em triplicata. A exatiddo foi
expressa pela relagdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracao
tedrica correspondente.

2.10. Robustez

Realizou-se o estudo da robustez utilizando
o comprimento de onda de 250nm e diferentes
marcas dos solventes, fornecedor 1 (F1): Metanol
J.T. Baker, lote MO04CO00; fornecedor 2 (F2):
Metanol Sigma- Aldrich, lote DCBD1711V.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Seletividade / Espcificidade

A seletividade do método foi o primeiro
passo no desenvolvimento e validagdo da
metodologia analitica, na qual foi observado que
para hidrocortisona, dexametasona e
betametasona, o comprimento de onda adequado

seria de 250 nm, o mesmo nao apresentou
interferentes com as amostras sem a presenca
dos farmacos citados acima.

A seletividade deve ser o primeiro
parametro a ser avaliado no desenvolvimento de
um método analitico. Este pardmetro deve ser
avaliado continuamente durante a validagdo e
subsequente utilizacdo do método (SILVA et al.,
2014; SILVA et al., 2010). A legislacéo preconiza
que o meétodo pode ser considerado seletivo se
nenhum interferente da matriz, sem o farmaco,
apresentar absorbancia no comprimento de onda
especifico para a molécula a ser analisada (ICH,
2005; BRASIL, 2003).

Portanto, a metodologia proposta para
guantificacdo da betametasona, dexametasona e
hidrocortisona demonstrou ser seletiva, uma vez
gue nao houve interferéncia dos componentes nos
tempos de retencdo dos farmacos analisados nas
condi¢cBes cromatograficas em estudo. O tempo de
retencéo dos farmacos hidrocortisona,
dexametasona e betametasona, foi
respectivamente, 3,20; 3,83 e 8,57 minutos. No
tempo de retencdo dos farmacos ndo apareceu
nenhum interferente nos cromatogramas, como
exposto nas Figuras 3 e 4.

Figura 3 — Cromatograma seletividade - Branco
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Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Figura 4 - Cromatograma seletividade -
Hidrocortisona, Dexametasona e
Betametasona
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Linearidade

As amostras foram submetidas a testes
para avaliar a capacidade de demostrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado conforme demonstrado
na Figura 5, onde temos a linearidade da
hidrocortisona, seguindo os mesmos padrdes para
a dexamentasona e betametasona.

Figura 5 - Curva Calibragdo Linearidade
Hidrocortisona
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Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

O método proposto por cromatografia
liguida de alta eficiéncia apresentou linearidade
em uma faixa de 5 a 60 pg/mL. As curvas

analiticas, obtidas em triplicata, puderam ser
descritas através das seguintes equacdes:
Hidrocortisona y = 13,299,2x + 29625,1;

Dexametasona y = 10531,2x + 27289,1, e
Betametasona y = 11592,7x + 26772,7; obtidas
pelo método dos minimos  quadrados,
apresentando coeficientes de correlagdo (r),
respectivamente: r = 0,997; r = 0,997; r = 0,996. O
coeficiente de correlacdo permite estimar a
qualidade e linearidade da curva obtida, pois
guanto mais préximo de 1, menor a dispersédo do
conjunto de pontos experimentais e menor a
incerteza dos coeficientes de regressao
estimados. Um coeficiente de correlagdo maior
qgue 0,99 é considerado evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regresséo
(NUNES et al., 2005).

O limite de deteccdo dos corticosteroides
hidrocortisona, dexametasona e betametasona
foram respectivamente de 0,01; 0,001 e 0,05
Mg/mL e seus limites de quantificacdo 0,025; 0,005
e 0,15 pg/mL.

As Tabelas 1 a 3 apresentam os dados
obtidos durante a determinacdo da linearidade. Os
valores de coeficiente de variacdo - CV(%) - e
exatiddo, obtidos durante a avaliacdo foram
inferiores a +5,0%, com isso atendendo os critérios
estabelecidos na RE 899 de 2003.

Tabela 1 — Linearidade Hidrocortisona. Valores
correspondentes (n=3) do método validado.

Conc Média DP CV Exatidao
(ug/mL)  (n=3) (%) (%)
5 4961 0,072 1,44 -0,77
10 10,045 0,223 2,22 +0,45
20 19,508 0,215 1,10 -2,46
40 39,363 1,072 2,72 -1,59
60 62,022 1,755 2,83 + 3,37

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Tabela 2 — Linearidade Dexametasona. Valores
correspondentes (n=3) do método validado.

Conc Média DP CV Exatidao
(ug/mL)  (n=3) (%) (%)
5 5,010 0,108 2,16 +0,21
10 10,203 0,409 4,01 + 2,03
20 19,988 0,392 1,96 -0,06
40 41,012 0,706 1,72 +2,53
60 61,485 0,808 1,31 +2,48

Fonte: laboratorio de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Tabela 3 — Linearidade Betametasona. Valores
correspondentes (n=3) do método validado.

Conc Média DP CV Exatidao
(ug/mL)  (n=3) (%) (%)
5 4949 0,074 1,50 -1,01
10 10,123 0,175 1,73 + 1,23
20 19,967 0,668 3,35 -0,17
40 40,641 1,055 2,60 + 1,60
60 60,677 0,471 0,78 + 1,13

Fonte: laboratorio de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Precisao e Exatidao

As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os dados
obtidos durante a determinacdo do parametro
precisdo e a Tabela 7 a exatiddo do método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para
ambos, os valores de CV (%) obtidos durante a
avaliacdo da precisdo foram inferiores a 5,0%. Na
determinacdo da  exatidéo, demonstrou-se
proximidade entre os valores de concentragédo
obtidos pelos métodos e os seus valores tedricos.

Tabela 4 — Precisdo da Hidrocortisona. Valores,
em pg/mL, correspondentes aos parametros de
Precisdo (n=6) do método validado.

Parametro Conc. Conc. Precisdao Exatidao
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tedrica Obtida (%) (%)
Precisao
Repetitividade 40 40,347 2,70 +0,87
Precisao
Intermediaria
(Dia 1)
Analista 1 40 40,347 2,70 +0,87
Analista 2 40 39,825 1,58 -0,44
(Dia 2)
Analista 1 40 40,639 1,76 +1,60
Analista 2 40 40,334 1,46 +0,83

Fonte: laboratorio de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Tabela 5 - Precisdo da Dexametasona. Valores,
em pg/mL, correspondentes aos parametros de
Precisao (n=6) do método validado.

Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatidao
tedrica Obtida (%) (%)
Preciséao
Repetitividade 40 40,077 0,83 + 0,19
Precisao
Intermediaria
(Dia 1)
Analista 1 40 40,077 0,83 +0,19
Analista 2 40 40,186 1,61 +0,46
(Dia 2)
Analista 1 40 39,602 1,72 -0,99
Analista 2 40 40,094 1,22 +0,23

Fonte: laboratorio de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Tabela 6 - Precisdao da Betametasona. Valores,

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Entao, nas condicbes estudadas
demonstrou-se que os resultados de exatiddo e
precisdo para o método desenvolvido e validado
estdo de acordo com o preconizado pela RE 899
de 2003.

Robustez

As amostras testes foram submetidas para
avaliar a robustez, medida da sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variacbes dos
parametros analiticos. As modificacbes avaliadas
foram: preparo das solug¢des de leitura utilizando
metanol proveniente de diferentes fornecedores
(F1: J.T. Baker, lote M04CO0O; F2: Sigma- Aldrich,
lote DCBD1711V); leitura das solucdes foi
realizada em comprimento de onda de 250 nm. Foi
constatado que o0 método possui robustez
intrinseca, uma vez que manteve suas respostas,
em quatro replicatas, em meio as variacoes
realizadas. As Tabelas 8, 9 e 10 mostram os
valores obtidos durante a avaliagdo da robustez do
método.

Tabela 8 Robustez Hidrocortisona — Valores, em
pg/mL, correspondentes a determinagdo da
robustez do método cromatogréfico validado (n=6).

em pg/mL, correspondentes aos parametros de  Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatidédo
Precisédo (n=6) do método validado. tedrica Obtida (%) (%)
A 40 40,347 2,70 + 0,87
Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatidao B 40 40,224 1,77 + 0,56
tedrica Obtida (%) (%) Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE
Preciséo
Repetitividade 40 40,208 0,62 +0,52 Tabela 9 Robustez Dexametasona — Valores, em
Preciséo pg/mL, correspondentes a determinagdo da
Intermediaria robustez do método cromatogréfico validado (n=6).
(Dia 1)
Analista 1 40 40,208 0,62 +0,52 Parametro ~ Conc. Conc. Precisdo Exatiddo
Analista 2 40 40,215 1,80 +0,54 tedrica Obtida (%) (%)
(Dia 2) A 40 40,077 0,83 +0,19
Analista 1 40 39,533 1,78 -1,17 B 40 40,309 2,06 +0,77
Analista 2 40 40,096 1,16 +0,24 Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Tabela 7 - Exatiddo da Hidrocortisona,
Dexametasona e Betametasona. Valores, em

Tabela 10 Robustez Betametasona — Valores,
em pg/mL, correspondentes a determinagdo da
robustez do método cromatografico validado (n=6).

pug/mL, correspondentes aos parametros de
Exatidao(n=3) do método validado. Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatiddo
tedrica Obtida (%) (%)
Farmaco Exatidéo (%) A 40 40,208 0,62 + 0,52
n=3 B 40 40,300 1,50 +0,75
10 ug/mL 40 ug/mL 60 ug/mL Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE
Hidrocortisona + 3,55 + 2,22 +1,82 Legenda:
Dexametasona -0,57 + 3,25 + 1,09 e . )
Betametasona 276 1133 + 101 A = Solucdo em Metanol (fornecedor 1, 250 nm);

B = Solucdo em Metanol (fornecedor 2, 250 nm).
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CONCLUSOES:

O método analitico desenvolvido para
quantificacdo dos corticoides betametasona,
dexametasona e hidrocortisona nas amostras em
estudo por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia apresentou especificidade, linearidade,
precisdo e exatiddo adequados, atendendo os
critérios estabelecidos na RE 899 de 2003. O
método desenvolvido e validado permitiu a
deteccéo e quantificagdo simultanea dos farmacos
e apresentou as caracteristicas fundamentadas a
partir dos resultados encontrados e de acordo com
0s objetivos deste trabalho, sendo adequado a
utilizacdo em ensaios de determinacdo e
quantificacdo dos farmacos hidrocortisona,
dexametasona e betametasona.
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