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RESUMO. O objetivo deste artigo é caracterizar e qualificar um padrio secundirio de diclofenaco de
s6dio como padrio de referéncia no controle de qualidade de medicamentos. A identidade do candidato foi
confirmada por espectroscopia na regidao do infravermelho e sua pureza (99,63%) determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por comparagio com padrio primdrio. A qualidade do
padrio secundério também foi suportada por titulagio redox em meio nio-aquoso, espectroscopia na regiio

do UV-visivel.
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Characterization and qualification of diclofenac sodium as a secondary standard

ABSTRACT. This paper aimed to characterize and qualify a secondary standard of diclofenac sodium as a
reference standard in the quality control of medicines. The identity of the candidate was confirmed
through infrared spectroscopy and the content (99.63%) determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) by comparing with the compendial primary standard. The quality of the
secondary standard was also supported by redox titration in non-aqueous media, related substances and UV

spectrum by HPLC.

Keywords: infrared spectroscopy, reference standard, HPLC.

Introducao

Virios procedimentos analiticos de produtos
farmacéuticos dependem do uso de substincias
quimicas de referéncia (SQR) para caracterizagio
e/ou quantificagio de suas propriedades, sendo
fundamentais no controle de qualidade de
medicamentos (BROWNE, 2009). Este deve ser
devidamente documentado, a fim de estabelecer sua
rastreabilidade 2 obtengio exata da unidade nas quais
os valores das propriedades sio expressos (ISO,
2000).

De acordo com o Food and Drug Administration
(FDA) uma substincia quimica de referéncia é
definida como um composto altamente purificado e
amplamente caracterizado. Ainda de acordo com
este Orgio, os padrdes podem ser farmacopeicos,
dispensam andlises quanto 3 sua qualidade e
procedéncia, e nio-farmacopeicos, substincias que
devem ser obtidas de fontes confidveis e
devidamente caracterizadas para garantir suas
propriedades (FDA, 1994).

Padrées de referéncia podem ser certificados
como padrdes primdrios ou como padroes

secundarios. O contetdo de um padrio primério é
determinado por intermédio de uma extensa série de
anilises fisico-quimicas e completa caracterizagio do
candidato. Por sua vez, o conteddo dos padroes
secundirios é determinado por cromatografia ou
espectroscopia em comparagio a um padrio de
referéncia primirio (MATHKAR et al., 2009).

O propésito de se estabelecer um padrio
secundirio é o seu uso durante andlises de rotina na
determinacio de identidade, pureza e, em particular,
o conteudo ativo em preparagdes farmacéuticas
(WHO, 1999). Desta forma, é fundamental que o
padrio  secunddrio  apresente  as  mesmas
propriedades do padrio primdrio, permitindo assim
o seu uso como material de referéncia (COUNCIL
OF EUROPE, 2008).

Segundo a RDC 17 de abril de 2010 (ANVISA,
2010), resolugio que trata das boas priticas de
fabricagio, os  procedimentos  analiticos e
quantitativos empregados para caracterizar um
padrio de referéncia devem ser mais extensos dos
que os utilizados para controlar a qualidade de
medicamentos. Em contrapartida, a intensidade de
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caracteriza¢io e andlises realizadas para obtengio do
padrio secundirio é menor se comparado com a
obten¢io de um padrio de referéncia primério
(COUNCIL OF EUROPE, 2008).

O diclofenaco de sédio (DS), 2-[(2,6-
diclorofenil)amino]benzenoacetato de sédio (Figura
1), esti entre os anti-inflamatdrios nio-esteroidais
(AINES) mais utilizados no mundo. E uma firmaco
instdvel em meio 4cido, tendo seu uso limitado pela
alta incidéncia de efeitos indesejdveis sobre o trato
gastrintestinal (SANTOS et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura quimica do diclofenaco de sédio.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e
qualificar um padrio secundirio de diclofenaco de
sédio a ser utilizado como substincia quimica de
referéncia  no controle de qualidade de
medicamentos.

Material e métodos

Todas as anilises foram conduzidas seguindo os
métodos descritos pela Farmacopeia Brasileira
4* edigao (FB4). O ntmero de repeti¢des foi
definido com base na precisio do método
estabelecido durante a validagio (WILLIAMS, 2006).
Por se tratar de um método farmacopeico, seguiram-
se as recomendacdes da legislagio vigente na
Resolugio RE 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA,
2003). Esta resolucio define que a precisio
intracorrida (repetibilidade) deve ser avaliada com
no minimo seis réplicas a 100% e a precisio
intercorrida  (precisio intermedidria) deve ser
avaliada em comparacio dos resultados obtidos em
dois dias diferentes. Ainda de acordo com esta
resolugio, a precisio é representada pelo DPR.

O candidato 2 padronizag¢io utilizado foi um lote
comercial de matéria-prima de DS, adquirido do
Laboratério Amoli Organics Pvt. Ltd., India, lote
DS/1001/0023A. Previamente 3 padronizagio, o
material selecionado foi aprovado nas anilises
descritas na monografia do DS presente na FB4.
Para determinagio do teor, utilizou-se padrio
primirio de DS, lote 2007, adquirido da
Farmacopeia Brasileira e para anilise de
substincias relacionadas foi utilizado padrio
primério de 1-(2,6-diclorofenil)-1,3-dihidro-2H-
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indol-2-ona, lote  KO0I100,
Farmacopeia Americana (USP).

adquirido  da

Equipamentos

As anilises cromatogrificas foram conduzidas em
um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia
Shimadzu, modelo Prominence LC-20AT, equipado
com detector de arranjo de diodo (DAD). Os
espectros de infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro Perkin Elmer, modelo Spectrum
400. Para andlise de perda por dessecacio foi
utilizado estufa a vicuo Tecnal, modelo TE 395. Na
titulagio de 6xido-redugio utilizou-se uma bureta
digital Vitlab, modelo Continuous.

Identificagao por espectroscopia de infravermelho (IV)

Os espectros do padrio primério e candidato
foram obtidos seguindo as recomendacdes do
método geral da FB4 (V.2.14-4). As amostras
dessecadas foram dispersas em KBr, sendo a faixa
utilizada de 3800 a 650 cm™.

Doseamento por titulometria

Seguiu-se o método A de doseamento descrito
na monografia do DS presente na FB4. Foram
diluidos 0,25 g da amostra com 30 mL de 4cido
acético glacial e tituladas com HCIO, 0,1 mol L.
Seis réplicas foram analisadas em dois dias
independentes.

Identificagao e doseamento por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

Seguindo o método B de doseamento descrito na
monografia do DS na FB4, utilizou-se coluna de fase
reversa C8 (Phenomenex Luna) de 150 x 4,6 mm,
com particulas de 5 wm, acopladas a uma pré-coluna
(Phenomenex). Fase mével tampio fosfato pH
2,5:metanol  (30:70), Fluxo 1
comprimento de onda 254 nm,
ambiente, volume de inje¢io 50 pL. Amostras ¢

mL  min. "},

temperatura
padrio foram preparados na concentragio de
7,5 ug mL!' diluidas com metanol:dgua (70:30). Seis
réplicas foram analisadas em dois dias independentes.
Os espectros UV foram obtidos utilizando a faixa de
190 a 350 nm.

Determinagao de substéncias relacionadas por CLAE

Utilizando o mesmo sistema cromatogrifico
descrito  para o doseamento, amostras na
concentragio de 0,75 mg mL"' foram avaliadas
seguindo o método farmacopeico em comparagio ao
padrio primério 1-(2,6-diclorofenil)indolin-2-ona.
foram em dois dias

Seis  réplicas analisadas

independentes.
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Perda por dessecagao

Foi empregado o método geral (V.2.9.) da FB4,
que preconiza a dessecagio de cerca de 1 g da
amostra por 3h a 105°C em estufa.

Resultados e discussao

, -

Na padronizagio, é importante estabelecer qual
serd o uso do padrio secundirio como material de
referéncia. Desta forma, dependendo do seu uso,
serdo definidos os procedimentos para caracterizagio
e qualificagio do candidato. Por exemplo, padrdes
utilizados na quantificagio passam por testes mais
exaustivos do que padrdes utilizados em andlises
semiquantitativas ou qualitativas (MATHKAR et al.,
2009).

A fim de se estabelecer a qualidade do material
candidato 3 padronizagio, o mesmo foi submetido
aos ensaios descritos na monografia do Diclofenaco
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de Sédio, presente na FB4. A Tabela 1 apresenta os
resultados obtidos, estando todos de acordo com as
especificacoes.

Caso o candidato seja um composto o qual sua
estrutura ji tenha sido satisfatoriamente definida, a
comparacio por espectro de IV frente a um padrio
de referéncia primirio € suficiente para atestar a sua
identidade (WHO, 1999). Desta forma, a
espectroscopia de IV é a técnica mais comumente
usada na identificagio de padrdes de referéncia
(CULBERT; JOHNSON, 2003).

As Figuras 2 e 3, a seguir, apresentam os
espectros de IV do padrio primirio e candidato a
padrio secunddrio. Comparando os espectros ¢
possivel verificar que as bandas méiximas de absor¢io
estio nos mesmos comprimentos de onda e
apresentam as mesmas intensidades, confirmando a
identidade do candidato.

Tabela 1. Especificagoes e resultados das anilises, seguindo os ensaios descritos na monografia do DS, presente na Farmacopeia Brasileira

4* edigio.
Parimetro Especificagio Resultado
Caracteres fisicos P6 cristalino, branco a levemente amarelado, pouco higroscépico Confere
Solubilidade Levemente soltivel em dgua, facilmente soltivel em metanol, soltivel em etanol, ligeiramente solavel em Confere
4cido acético glacial, pouco soltvel em acetona, praticamente insoltivel em éter, cloroférmio e tolueno
Faixa de fusio (V.2.2) Aproximadamente 280°C, com decomposi¢io 2782a279°C
Identificagio Espectro de absor¢io no infravermelho (V.2.14-4) Confere
O tempo de retengio do pico principal obtido com a solugio amostra corresponde aquele do pico Confere
principal da solug¢do padrio
Produz-se coloragio vermelha Confere
A solugio responde as reacdes do fon sédio (V.3.1.1-5) Confere
Aspecto da solugio A solugio nio é menos limpida do que o branco Confere
pH (V.2.19) 65285 7,5
Substincias relacionadas Impureza Individual < 0,2% 0,015%
Impurezas Totais < 0,5% 0,035%
Absor¢io de Luz Absorvancia em 440 nm ¢, no maximo, 0,05 0,04
Metais pesados (V.3.2.3) No miximo 0,001% (10 ppm) <10 ppm
Perda por dessecagio (V.2.9) No miximo 0,5% 0,22%
Doseamento 99,0 2 101,0% (em relagdo 2 substincia dessecada) 99,85%
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Figura 2. Espectro de IV do padrio primdrio de DS.
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Figura 3. Espectro de IV do candidato a padrio secundario.

A Farmacopeia Brasileira também descreve a
identificacio por cromatografia, seguindo o método
de doseamento. Nesse caso, o tempo de retengio
(tp) do pico principal obtido no cromatograma da
solugdo amostra deve ser o mesmo do padrio.

O ty fornece um forte indicio da identidade do
composto, entretanto, sozinho nio constitui um
método definitivo (USP, 2008b). O detector de
arranjo de diodos permite a obtengio em tempo real
do espectro UV de cada pico do cromatograma, o
que fornece uma informag¢io mais segura para atestar
a identidade de compostos por cromatografia UV-
Vis (ZHOU, 2005). A Figura 4 apresenta os
espectros UV (de 190 a 350 nm) do padrio primirio
e candidato. A semelhanca dos espectros UV
indicam se tratar da mesma substincia.
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Figura 4. Espectros UV sobrepostos do pico do padrio primério
de DS e candidato.

O pertfil espectral também ¢ til na determinagio
da pureza do pico, ou seja, permite avaliar se nio hi
outro composto coeluindo junto a substincia de
interesse. Para isto, compara-se o espectro obtido em

diferentes tempos de eluigio do pico (geralmente

1800
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por¢io anterior, mediana e posterior) (ZHOU,
2005). A Figura 5 apresenta os espectros obtidos em
trés diferentes por¢des de eluigio do pico. A
semelhanca dos espectros permite verificar a
homogeneidade espectral do pico.
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Figura 5. Espectros UV de diferentes tempos de elui¢io do
candidato.

A determinagio do teor é o parimetro mais
importante nos padrdes de referéncia utilizados para
anilises quantitativas. Sempre que possivel, o teor do
padrio secundirio deve ser estabelecido em
compara¢io a um padrio primdrio farmacopeico
(COUNCIL OF EUROPE, 2008; WHO, 1999).
No entanto, havendo inexisténcia de padrio
farmacopeico, pode-se utilizar um padrio de
trabalho, desde que obtido de uma fonte confidvel e
devidamente caracterizado (ANVISA, 2010).

Para determinagdo do teor, seguiram-se os dois
métodos descritos pela FB4. O método A descreve
um método de titulagio de éxido-reducio em fase
nio aquosa. J& o método B descreve um médodo
seletivo por CLAE. Os resultados estio expressos na
Tabela 2.
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A titulometria é um método absoluto, pois nio
depende do uso de padrdes de referéncia na
determinacio do teor. Apesar de ser um método
preciso, nio apresenta uma boa exatidio uma vez
que a nio-especificidade desta anilise é evidente. Na
maioria dos casos, as impurezas orginicas
apresentam os mesmos grupos funcionais em que o
método se baseia (GOROG, 2005).

Por ser um método que dispensa o uso de
padroes de referéncia, a titulometria nio pode ser
utilizada na determinacio do teor de padroes
secunddrios, no entanto esta técnica tem sua valia na
confirmagio da qualidade do material a ser
padronizado.

A anidlise por CLAE, quando devidamente
validada, apresenta seletividade suficiente para
obtengio de uma boa exatidio. No entanto, o
método cromatogrifico apresenta uma precisio
limitada. Segundo Gordg (2008), o desvio-padrio
relativo (DPR) de uma anilise tipica de CLAE ¢é de
0,5 a 1%. Uma forma de melhorar a precisio das
anilises cromatogrificas estd em aumentar o ndmero
de amostras a serem analisadas (HOFER et al,,
2007). A repeti¢io das andlises em dias diferentes
também ¢ ttil para aumentar a confiabilidade dos
resultados (SOARES, 2001).

Tabela 2. Teores obtidos nas anilises de doseamento dos dois
métodos utilizados e substincias relacionadas.

Doseamento por  Doseamento por Substancias

Amostra Titulometria CLAE relacionadas
Data Anilise 8/8/2010 5/8/2010 5/8/2010
1 100,4 100,29 0,035
2 99,84 98,58 0,034
3 99,36 100,09 0,032
4 100 98,99 0,032
5 99,64 99,54 0,032
6 99,52 99,5 0,032
Média 99,79 99,5 0,033
DPR (%) 0,37 0,65 4,05
Data Anilise 10/8/2010 15/8/2010 15/8/2010
7 100,19 99,32 0,037
8 99,34 100,21 0,035
9 99,39 100,28 0,037
10 99,22 99,86 0,036
1 99,63 99,69 0,038
12 100,17 99,19 0,036
Média 99,66 99,76 0,037
DPR (%) 0,43 0,45 2,87
Meédia Total 99,73 99,63 0,035
DPR (%) 0,39 0,55 3,47

Na padronizagio, o teor do candidato frente ao
padrio primdrio por CLAE foi de 99,63% sendo o
DPR de 0,55%. J4 o teor obtido por titulagio foi de
99,73%, ¢ o DPR de 0,39%. Analisando os valores de
DPR, pode-se verificar que os resultados
encontram-se¢ dentro do descrito pela literatura,
atestando a maior precisio do método titulométrico.
Contudo, os teores obtidos nos diferentes métodos
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nio diferem muito entre si, isto pode ser explicado
pelo baixo teor de impurezas orginicas presentes no
material candidato (0,035%). Os valores expressos
estio em matéria ativa, ou tal qual, onde nio ¢
desconsiderada a presenga de umidade.

Padroes expressos em matéria ativa  sdo
preferenciais, pois dispensam qualquer tratamento
prévio 2 sua utilizacio. No entanto, é preciso verificar
se os valores de umidade continuam constantes
durante o perfodo de utilizagio. Padrdes higroscépicos
devem ser dessecados antes da sua utilizacio, e no caso
de a substincia ser instdvel a temperaturas altas, deve se
fazer a corre¢io do teor em base anidra apds
determinagio da umidade (perda por dessecacio ou
teor de 4dgua) em outra por¢io do material no
momento da utilizacio (USP, 2008a).

Como apresentado na Tabela 1, o teor da
matéria-prima deve estar entre 99,0 a 101,0 em
relagio a4 substincia dessecada. Para determinar o
teor em base anidra, deve-se utilizar a seguinte
férmula:

MA% X100
100-U%

BA% =

em que:

BA representa o resultado em base anidra, MA ¢
a matéria ativa determinada no doseamento ¢ U(%)
¢ a umidade que foi determinada por perda por
dessecagio. O teor obtido em BA do candidato em
comparac¢io ao padrio primdrio foi de 99,85%.

O teor de impurezas totais foi de 0,035%,
estando dentro do limite especificado de 0,5%. A
determinacio de impurezas é ttil na verificagio da
qualidade da substincia candidata 2 padronizagio,
pois traz informagdes quanto 3 presenga de outras
substincias orginicas além do composto de interesse
e, principalmente, a respeito da estabilidade durante
0 armazenamento.

Nio hi uma forma segura de se determinar
previamente 2 validade dos padrdes de referéncia.
Assim, a avaliagio da estabilidade dos padrdes
durante o periodo de sua utilizagio é fundamental
para garantir a confiabilidade dos resultados.

Os 6rgios farmacopeicos possuem uma abordagem
singular a respeito da validade dos padrdes primadrios,
como regra, a validade dos padrdes é determinada
apenas apés a disponibilizagio de um novo lote
aprovado (COUNCIL OF EUROPE, 2008; USP,
2008a; WILLIAMS, 2006). Isto significa que os padrdes
anteriores precisam ser substituidos pelo novo lote
vigente.

German et al. (2010) obtiveram resultados
satisfatérios apds avaliar a estabilidade de quatro
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padroes primdrios (Oxitetraciclina, Doxiciclina,
Colistina e Espiramicina) apés longo periodo de
armazenamento (27 a 54 anos). Os autores também
questionam o prazo curto para substitui¢io dos
padroes apds a introducio de um novo lote pelas
farmacopeias.

Uma forma de avaliar a estabilidade é por
intermédio de retestes durante o periodo de
utilizacio do padrio (WHO, 1999). Geralmente, os
fatores avaliados vio depender das caracteristicas da
substincia, como higroscopicidade, estabilidade e
armazenamento (COUNCIL OF EUROPE,
2008).

O acondicionamento e armazenamento do
candidato foi definido com base nas recomendacdes
presentes no certificado que acompanha o padrio
primdrio: frasco fechado, protegido da luz e mantido
em dessecador a 25°C.

Estas recomendagoes conferem maior
estabilidade ao material armazenado, uma vez que
dentre as principais causas de degradagio do
diclofenaco  estio: ciclizagio  indolindnica,
fotodegradagio e oxidagio (MULLER et al., 2004).

Nio hd uma regra para se estabelecer os limites
de aceitagio entre os resultados obtidos no reteste
com o valor declarado na padronizacio (WHO,
1999), no entanto, em artigo publicado pelo Project
Team 4, grupo vinculado a2 Farmacopeia Americana
(WILLIAMS, 2006), os autores sugerem que O
padrio seja substituido, ou repadronizado caso haja
alteragio de 0,5% de contetido para substincias com
pureza superior a 98%, ou 1% para substincias com
pureza inferior a 98%.

Conclusao

As técnicas de anilises adotadas para a
caracterizacio e qualificagio do padrio secundirio de
DS permitiram-no classificar como apto a ser
utilizado no  controle de qualidade de
medicamentos, pois atende as recomendagdes da
legislagdo vigente.
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