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RESUMO . Este estudo apresenta uma nova metodologia analitica por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE) para a determinacfio quantitativa da dexametasona em matéria-prima e comprimidos, vi-
sando a uniformiza¢iio de metodologias em laboratérios de controle da qualidade. O método foi validado
segundo as caracteristicas de linearidade, faixa de concentracio, exatiddo, precisdo e especificidade. A no-
va metodologia analitica apresentou-se linear (r = 0,9994), precisa (CV = 0,03 - 1,74%) e exata (5% da
concentraciio teérica), dentro da faixa de concentracio estudada (20,0 - 30,0 pug/mL). Assim, 0 método
analitico desenvelvido demonstrou-se iitil para a quantificacfio da dexametasona em matéria-prima e com-
primidos, podendo ser facilmente incorporade as anélises de rotina em laboratdrios de controle da guali-
dade de medicamentos.

SUMMARY. “Quantitative Determination of Dexamethasone in Raw Material and Tablets by High Performance
Liquid Chromatography.” This work shows a new analytical method by high performance liquid chromatography
(HPLC) for quantitative determination of dexamethasone in raw material and tablets, with the purpose to uni-
formize methodologies in quality control laboratories. The method was validated with regard to linearity, range,
accuracy, precision and specificity. These new method was linear (r = 0.9994), precise (R.S.D = 0.03 - 1.74%)
and accurate (5% of the nominal concentration), within the specific range (20.0 - 30.0 pg/mL). Therefore, this
method can be useful for quantification of dexamethasone in raw material and tablets and easily employed for
the routine analyses in drug quality control laboratories.

INTRODUCAO

A dexametasona (9-fluor-11f,17,21-triidroxi-
16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona, Figura 1)
é um potente glicocorticdide sintético ampla-
mente utilizado pelas suas propriedades antiin-
flamatérias e imunossupressoras e empregado
prin-cipalmente no tratamento das doengas do
coldgeno, artrite, asma bronquica, inflamag¢des
oculares e das doengas que decorrem de rea-
¢Oes imunes indesejiveis, como a rejeigio de
transplante de 6rgaos 1.

Na literatura cientifica pertinente, sio encon-
trados alguns métodos para a determinacdo do
teor de dexametasona em comprimidos, utili-
zando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa. Todavia, estes métodos empre-
gam fases estacionirias (colunas) usualmente
ndo disponiveis em laboratérios de controle da
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Figura 1. Estrutura molecular da dexametasona (MM
= 392,50).

qualidade 2, além de fases moéveis que contri-
buem para a diminui¢do do tempo de vida til
de colunas e equipamentos 24.

Os métodos oficiais da Farmacopéia Ameri-
cana 5 para a determinagio do teor de dexame-
tasona estdo baseados na cromatografia liquida
de alta eficiéncia de fase reversa utilizando-se
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colunas C; e Cig para matéria-prima e compri-
midos, respectivamente. Ja a Farmacopéia Britd-
nica 6 apresenta uma metodologia baseada na
espectrofotometria no ultravioleta para a deter-
minag¢do do teor de dexametasona na matéria-
prima e cromatografia liquida de alta eficiéncia,
para comprimidos.

Tendo em vista a ampla diversidade de me-
todologias que os laboratérios de controle da
qualidade de medicamentos necessitam dispor,
o objetivo deste estudo foi de uniformizar e va-
lidar uma metodologia analitica rdpida, precisa e
exata, para a determinagio do teor de dexame-
tasona em matéria-prima e comprimidos.

MATERIAL E METODOS
Reagentes e solventes

A substincia de referéncia de dexametasona
foi gentilmente cedida pela Prodome Quimica e
Farmacéutica Ltda (Sdo Paulo, Brasil). A matéria-
prima para anilise foi obtida da Merck do Brasil
(Rio de Janeiro, Brasil). As amostras de compri-
midos contendo 0,5 mg de dexametasona foram
adquiridas comercialmente (lote: BB052, Fab-
..fev/00 Venc.: fev/05, fabricante: Prodome).
Acetonitrila, grau CLAE e 4dgua ultrapurificada.

Equipamentos e condicdes cromatogrdficas

O equipamento cromatogrifico foi constitui-
do de uma bomba Intralab 5050, um detector
ultravioleta Intralab 5100, um integrador Intralab
4290 e uma vialvula de inje¢io Rheodyne de 20
pl.

Foi utilizada como fase estacioniria uma co-
luna Lichrospher® 100 (RP-18, 125 x 4 mm, com
particulas de 5 pm, Merck) acoplada a uma pré-
coluna RP-18 (Merck). A fase mével foi consti-
tuida de uma mistura de dgua e acetonitrila
(55:45 v/v), com vazio de 1mL/min. A detecgio
foi realizada a 254 nm e o sistema cromatogrifi-
co operado 4 temperatura ambiente.

Validacdo da metodologia

A validag¢do da metodologia para a determi-
nagdo do teor de dexametasona em matéria-pri-
ma e comprimidos foi realizada avaliando-se as
seguintes caracteristicas: exatiddo, precisio (re-
petibilidade e precisio intermediiria), linearida-
de, faixa de concentrac¢io e especificidade 57

Exatiddo

A exatidio foi avaliada doseando-se, em tri-
plicata, amostras de concentragio conhecida
(matéria-prima e comprimidos) adicionadas de
trés concentragdes diferentes de substincia de
referéncia (2,5; 5,0 e 7,5 pg/mb).

128

Precisdo

Para a determinacdo da repetibilidade foram
preparadas e doseadas, em triplicata, no mesmo
dia, trés amostras do firmaco (matéria-prima e
comprimidos) em concentra¢cbes diferentes
(22,5; 25,0 e 27,5 pg/mL). Na determina¢io da
precisdo intermedidria foram preparadas e do-
seadas, em triplicata, em trés dias diferentes,
amostras do firmaco (matéria-prima e compri-
midos) na mesma concentragdo (25,0 pg/mL).

Linearidade

A linearidade do método foi determinada pe-
la realizagdo da curva de calibracido. A partir da
solubilizagdo da substincia de referéncia de de-
xametasona na fase mével, foram preparadas
cinco solugdes (20,0; 22,5; 25,0; 27,5 e 30,0
pg/mL), dentro da faixa de 80-120% de uma
concentragao tedrica de 25,0 pg/mL. A curva de
calibragdo foi preparada e analisada em triplica-
ta.

Faixa de concentracdo
A faixa de concentragio testada foi de 20,0 a
30,0 ng/mL de dexametasona.

Especificidade -

A especificidade do método foi avaliada pela
comparagao entre os cromatogramas obtidos pa-
ra a substincia de referéncia e as amostras (ma-
téria-prima e comprimidos) e pelo ensaio de
uma solugdo do placebo, contendo os possiveis
interferentes da formulagdo (talco, amido, estea-
rato de magnésio e manitol).

Preparacdo das amostras
Matéria-prima

Foram pesados 50,0 mg do pd e transferidos
quantitativamente para balio volumétrico de
100 mL, com auxilio de 45 mL de acetonitrila,
deixando-se a solugdo em banho de ultrassom

‘durante 5 minutos e completando-se o volume

com dgua. Desta solugdo, foi transferida uma
aliquota de 2,5 mL para um balio volumétrico
de 50 mL, completando-se o volume com a fase
movel e obtendo-se uma solugio com uma con-
centragdo de 25,0 pg/mL.

Comprimidos

Foi determinado o peso médio de 20 com-
primidos, os quais foram posteriormente pulve-
rizados. Uma quantidade equivalente a 2,5 mg
de dexametasona foi transferida para um baldo
volumétrico de 100 mL, com auxilio de 45 mL
de acetonitrila, submetendo-se a solucio ao
banho de ultrassom durante S min e 4 agitacio



mecinica durante 30 min. Apds, o volume do
balio volumétrico foi completado com Zgua e a
solugio filtrada em papel filtro quantitativo, ob-
tendo-se uma solu¢io com concentragdo de
25,0 pg/mL.

Preparacdo da solugdo padrdo

Foram pesados 25,0 mg da substincia de re-
feréncia e transferidos quantitativamente para
balio volumétrico de 50 mL com auxilio de 25
mL de acetonitrila, submetendo-se essa solugdo
ao banho de ultrassom durante 5 minutos. Com-
pletou-se o volume do baldo volumétrico com
acetonitrila. Desta solugao, foi transferida uma
aliquota de 5,0 ml para um baldo volumétrico
de 100 mL, completando-se o volume com a fa-
se movel e obtendo-se uma solugdo com con-
centragio de 25,0 pg/ml. Foram preparadas trés
solugdes padrio, analisadas em triplicata.

Cdlculo do teor de dexametasona

A determina¢iao do teor de dexametasona
presente na matéria-prima e nos comprimidos
foi realizada tanto pela interpolagio dos resulta-
dos obtidos para a amostra na curva de calibra-
¢do, quanto pela relagdo direta entre as solu-
¢oes de amostra e substincia de referéncia (pa-
dronizagio externa).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Diante da ampla variedade de métodos que
os laboratérios de controle da qualidade de me-
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dicamentos necessitam dispor e das atuais exi-
géncias de validagio de metodologias, o objeti-
vo principal deste estudo foi de desenvolver e
validar um método que pudesse ser utilizado na
determina¢io do teor de dexametasona tanto
em matéria-prima, quanto em comprimidos, uti-
lizando-se equipamentos e reagentes usualmen-
te disponiveis em laboratérios de controle da
qualidade.

O método do padrio externo foi utilizado no
desenvolvimento desta metodologia, j& que este
é simples, ripido e preciso para a preparagao
das amostras 8. O tempo de retengio apresenta-
do pela dexametasona foi de aproximadamente
2,21 min, sendo inferior dqueles ja relatados na
literatura 24, evidenciando a maior rapidez na
realizacdo destas anilises.

A curva de calibragio para a dexametasona
foi obtida plotando-se a concentragdo da solu-
¢do em relagdo a drea do pico cromatogrifico
obtido, demonstrando uma boa linearidade e
atendendo as especificacdes, na faixa de 20,0-
30,0 pg/mL. A equagdo da reta encontrada para
a média das trés curvas de calibragio prepara-
das foi: y = 35236,54 + 40296,41x (n = S, r =
0,9994, rz = 0,9988, p < 0,000D).

Os resultados da avaliagio da exatiddo da
metodologia encontram-se apresentados na Ta-
bela 1 e demonstram uma exatidio satisfatoria,
com boa recupera¢io média das quantidades de
substincia adicionadas ds amostras (matéria-pri-
ma: 103,68%; comprimidos: 98,74%).

Concentra¢io da substincia

Amostra de referéncia (pg/mL) Recuperagio
0,
Adicionado Encontrado @0
Matéria-prima 2,50 2,56 102,49
5,00 5,26 105,20
7,50 7,76 103,48
Média 103,68
Comprimidos 2,50 2,52 100,96
5,00 4,91 98,11
7,50 7,29 97,15
Média 98,74

Tabela 1. Avaliagio da exatiddo do método cromatografico para determinagdo da dexametasona em matéria-

prima e comprimidos (n=3).

Na Tabela 2 encontram-se os resultados obti-
dos para o parimetro de precisio, expresso co-
mo repetibilidade e precisio intermedidria. Os
coeficientes de variagio encontrados na avalia-

¢do da repetibilidade apresentaram-se dentro da
faixa de 0,03 e 1,28% (matéria-prima: 0,24-
1,28%; comprimidos: 0,03-0,97%). J4 na avalia-
¢do da precisdo intermedidria, os coeficientes de
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Repetibilidade Precisio Intermediaria
Amostra
Concentragio Coeficiente de variag¢io Dia do Coeficiente de
(pg/mlL) (%) ensaio variacgiao (%)

Matéria-prima 22,50 1,28 1 0,27

25,00 0,24 0,24

27,50 0,61 3 1,45
Comprimidos 22,50 0,97 1 1,74

25,00 0,03 2 0,03

27,50 0,83 3 0,97

Tabela 2. Avaliagio da precisao (repetibilidade e precisdo intermedidria) do método cromatografico para deter-
minagio da dexametasona em matéria-prima e comprimidos (n=3).

variagdo apresentaram-se numa faixa de 0,24 e
1,74% (matéria-prima: 0,24 - 1,45%; comprimi-
dos: 0,03 - 1,74 %). O conjunto destes resulta-
dos (repetibilidade e precisio intermedidria) de-
monstram que a metodologia analitica é dotada
de precisido satisfatéria para os fins a que se
destina.

A especificidade de métodos cromatogrificos
utilizados na determina¢io do teor de substin-
cias ativas pode ser demonstrada pela anilise

)
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dos cromatogramas 7. A Figura 2 apresenta os
cromatogramas obtidos para a substincia de re-
feréncia, matéria-prima e comprimidos, na con-
centragdo de 25,0 pg/mL, onde observa-se que
ndo houve interferéncia de impurezas ou exci-
pientes presentes nas amostras. Além disso, a
partir do ensaio da solu¢io do placebo, nio foi
encontrada influéncia dos possiveis interferentes
da formulagdo (amido, talco, estearato de mag-
nésio e manitol) no método cromatogrifico.
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Figura 2. Cromatogramas da dexametasona (25,0 pg/mL): (1) substincia de referéncia; (2) matéria-prima; e (3)
comprimidos. Condigbes cromatogréficas - coluna: Lichrospher® RP-18 (125 x 4 mm, 5 pm); fase moével:
agua/acetonitrila (55:45 v/v); vazdo: 1 mL/min; velocidade do papel: 0,5 cm/min; deteccdo: 254 nm; tempo de

retencao: 2,21 min.

Apé6s a etapa de validacio, o método foi
aplicado para a determinac¢do do teor de dexa-
metasona nas amostras - matéria-prima e com-
primidos. Os resultados estio apresentados na
Tabela 3, sendo que para ambas as amostras es-
tes encontraram-se proximos a 100%, tanto pela
interpolag¢do na curva de calibragio, quanto pe-

130

lo método da padronizagio externa (matéria-pri-
ma: 100,18% e 100,02%; comprimidos: 100,35%
e 100,20%) e dentro da faixa de variagio aceiti-
vel pela Farmacopéia Americana 5 de 97-102% e
90-110%, para matéria-prima e comprimidos,
respectivamente.
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X Concentragio Concentragio encontrada Teor Coeficiente de
Amostra tedrica (média t desvio padrio) (%) variagio (%)
1001,82 + 12,60 mg/g ? 100,18 2 1,262
Matéria-prima 1000,00 mg/g
1000,20 + 12,18 mg/g 100,02 P 1,22b
0,502 + 0,004 mg/comp.? 100,35 2 0,74 2
Comprimidos 0,500 mg/comp.
0,501 # 0,003 mg/comp.P 100,20 P 0,60"

Tabela 3. Determinag¢io do teor de dexametasona nas amostras de matéria-prima e comprimidos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE (n=3).

? Interpolag¢do na curva de calibragdo. b padronizagdo externa.

CONCLUSOES

A nova metodologia apresentada neste estu-
do demonstrou-se precisa, exata, linear, simples
e ripida, dentro da faixa de concentragio estu-
dada, para a determina¢do quantitativa da dexa-
metasona em matéria-prima e comprimidos.
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