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RESUMO: Alguns métodos qualitativos e quantitativos de andlise de primidona foram revisados e comentados com
base nas propriedades fisico-quimicas do farmaco. Métodos cromatograficos e imunoenzimdticos sdo bastante
empregados na andlise do fairmaco em fluidos biolégicos e na monitorizag@o clinica do mesmo. A determinagdo por
volumetria de neutralizagdo ndo é possivel, devido a molécula apresentar propriedades neutras, sendo o método por
espectrofotometria no ultravioleta o mais vidvel na andlise de matéria prima para a primidona, devido sua
simplicidade e precisdo.

UNITERMOS: Primidona andlise, reviséo, controle de qualidade

ABSTRACT: PRIMIDONE: IMPORTANCE OF PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES IN QUALITATIVE AND QUANTITATIVE
ANALYSIS. Some of the qualitative and quantitative analysis methods of primidone were revised and commented,
based on the physico-chemical properties of the drug. Chromatographic and immunoenzymatic methods are very
employed in the analysis of the drug in biological fluids and in its clinical monitorization. The drug assay by acid-
based titrations isn’t possible, because primidone is a neutral substance. The ultraviolet spectrophotometry is the best
assay method for the bulk drug.
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1. INTRODUCAO

Como se sabe, 0 uso de técnicas analiticas
bastante sensiveis é imprescindivel para o
controle de qualidade de medicamentos em
qualquer segmento do mercado farmacéutico.
Basicamente existem dois tipos de procedimentos
analiticos: os que sdo adequados ao controle de
producdo, obedecendo as normas de Boas
Praticas de Fabricaggo ou Manipulagéo,
geralmente confidenciais entre o laboratérios e a
organizagdo oficial competente; e os que se
encontram nos cédigos oficiais, farmacopéias ou
formularios. Estes sdo reconhecidos oficialmente e
fazem uso das normas que devem satisfeitas por
qualquer tipo de substancia, natural ou sintética,
para ser utilizada na farméacia como matéria-prima
ou produto acabado (AVENDANO, 1993).

No pais existe um grande numero de
farmacias que manipulam e comercializam
medicamentos, tanto na forma de especialidades
farmacéuticas, quanto na forma de produtos
oficinais e magistrais, com amparo da legislacdo
sanitaria vigente e sob o controle de seus érgaos
fiscalizadores regionais. Esses medicamentos
compreendem as mais variadas classes de

substancias, desde suplementos vitaminicos a
medicamentos sujeitos a controle especial, como é
0 caso dos antiepilépticos.

A analise da matéria-prima é obrigatéria
tanto na industria de grande ou pequeno porte,
como em farmacias onde se manipulam
medicamentos, e deve satisfazer os requisitos
propostos por codigos oficiais, quanto a sua
integridade quimica, fisica e biolégica, antes da
sua manipulacdo e comercializagdo propriamente
dita.

Primidona (PRM) é um farmaco da classe
dos anticonvulsivantes, usado na terapia para o
controle de convulsdes psicomotoras
generalizadas ou parciais simples ou complexas.
Em uso ha bastante tempo, seus efeitos estdo
relacionados com dois metabdlitos ativos:
feniletimalonamida (PEMA) e principalmente o
fenobarbital (FB), cujo mecanismo de agdo ocorre
pela potencializagdo de um neurotransmissor
inibitorio, o acido y-aminobutirico (GABA), atuante
no SNC dos mamiferos.

Disponivel comercialmente nas formas de
suspensao oral, comprimidos, capsulas e mais
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recentemente como nanocapsulas, a PRM,
entretanto, tem seu uso restrito devido a relativa
toxicidade conferida por estes metabdlitos
(MATTSON et al, 1985). Apresenta posologia
variada, sendo ajustada pela monitorizacao clinica
ou pela prescricdo na forma de capsulas,
manipuladas em farmacias.

A revisdo dos diferentes métodos é descrita,
levando em consideragdo sua simplicidade,
repetibilidade, seletividade e utilidade, com base
em informacdes coletadas em banco de dados
bibliograficos, tais como: Chemical Abstract,
Analytical Abstract, Web of Science, Chemical
Finder, IPA, Medline, Portal de peridédicos CAPES
e outros sites disponiveis na internet.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. Propriedades fisico-quimicas

Primidona ¢é a 5-etil-diidro-5-fenil-4,6-
(1H,5H)-pirimidindiona, C2H14N2O,, (CAS 125-33-
7), com massa molecular de 218,25 (BOON et al.,
1951). Apresenta-se como so6lido cristalino incolor,
transparente e ndo higroscépico com um teor de
umidade em torno de 0,5 % e faixa de fusdo entre
279 e 284°C.

Figura 1. Férmula estrutural da primidona

Cristalografia. A natureza quimica da molécula
de PRM (fig. 1), demonstrada através de estrutura
cristalografica sugere que a configuragdo dos
substituintes na posicdo 5 do nucleo pirimidinico
pode afetar a sua atividade anticonvulsivante
(YATES e PALMER, 1975), bem como suas
propriedades  fisico-quimicas influenciam a
farmacocinética.

A PRM pode ocorrer em duas formas
polimérficas: A e B. A estrutura cristalina de A
(DALEY, 1973; SUMMERS e ENEVER, 1976) é
monoclinica e pode ser obtida como padréo de
referéncia do Cambridge Structural Database
(CSD) e Cambridge Crystallographic Data Center
(1998). A estrutura de B é ortorébmbica, tendo sido
recentemente descoberta (PAYNE et al, 1996).
Ambas as formas (fig. 2 e 3), proporcionam a PRM
forte tendéncia em formar pontes de hidrogénio,
em funcdo do arranjo compacto de suas estruturas
cristalinas (PAYNE et al., 1999).

A andlise cristalografica também mostra
uma certa similaridade estérica entre a PRM e o
FB (YEATES e PALMER, 1975). Entretanto
algumas diferencas sdo mostradas no nucleo
pirimidinico da molécula: anel de dioxipirimidina da

PRM esta fixado em uma conformacao de barco,
enquanto que o anel trioxipirimidinico do FB
mostra-se planar, podendo a conformagédo de
barco da PRM ser a base para as propriedades de
acido fraco da molécula, cujo pK, & de
aproximadamente 13 (SCHAFER, 1989).

o S

Figura 2. Modelo da formagdo de pontes de hidrogénio da
primidona A (PAYNE et al., 1999).

Figura 3. Modelo da formagdo de pontes de hidrogénio da
primidona B (PAYNE et al., 1999).

Solubilidade. A PRM possui Log P de 0,91
resultando em uma solubilidade aproximada:
6mg/ml em metanol e etanol, 2mg/ml em acetona,
< 0,img/ml em cloroférmio, éter e benzeno
(DALEY, 1973). Como uma amida ciclica muito
fracamente &cida, € mais sollvel em solucao de
NaOH 1 M.

Espectroscopia. O espectro de absor¢dao no
ultravioleta da PRM (fig. 7), apresenta trés picos
caracteristicos, exibindo A maximos em 264, 258 e
252 nm quando em solugdo metandlica, a uma
concentragdo de 50 mg/100 ml.

A PRM, dispersa em brometo de potassio,
apresenta bandas caracteristicas na regidao do
infravermelho, como atribuidas na fig. 4 e na
tabela 1.
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Figura 4. Espectro na regifio do infravermelho da primidona em brometo de potdssio

RMN: A ressonancia magnética nuclear constitui,
juntamente com outros métodos instrumentais,
uma ferramenta importante para determinagao
qualitativa de um farmaco (elucidacdo), pois
informa, entre outros parametros, a natureza
quimica da estrutura moléculas, tais como:
aromaticidade, grau de substituicdo, presenca de
grupos funcionais, o que permite a identificagdo do
composto em anadlise. As figuras 5 e 6 apresentam
a estimativa dos espectros de hidrogénio e de
carbono para a primidona, respectivamente.

pKa: A constante de dissociagdo (pKa) é um
parametro fisico-quimico usado para descrever a
extensdo de ionizagdo de grupos funcionais em
uma molécula em fungao do pH. Estes parametros
sdo importantes na area de pesquisa, tal como a
descoberta e 0 desenvolvimento de
medicamentos, onde conhecido o estado de
ionizagdo de grupos funcionais particulares, é
possivel  prever sua farmacocinética e
farmacodinamica. O pKa mostra quando o
farmaco esta na forma idénica ou nao-iénica, se ele
vai ser suficientemente solivel no fluido
gastrintestinal ou se este fluido pode afetar a taxa
de dissociacao do farmaco (BENET e GOYAN,
1967). Além disso, a determinacdo do grau de
ionizagdo de um composto é de fundamental
importancia para sua caracterizagdo como &cido
ou base, tornando-se Util na analise quantitativa
para determinagdo volumétrica de substancias
pelo processo de neutralizagdo em meio aquoso
OuU Ndo- aquoso.

Geralmente, as titulagbes potenciométricas
sdo empregadas para determinar os valores de
pKa de grupos ionizaveis em solugdo aquosa
(FALLAVENA e SCHAPOVAL, 1997). Entretanto,

0 sucesso destas, € algumas vezes comprometido
pela baixa solubilidade de alguns compostos
(<10'4 M). Se o composto é suficientemente
soluvel em um solvente orgénico miscivel com
agua, pode ser possivel a determinagédo
potenciométrica do pKa aparente (psK;) na mistura
co-solvente. A determinagdo do pKa por
espectrofotometria na regiao do ultravioleta é uma
boa alternativa nesses casos (ALBERT e
SERJEANT, 1984). Entretanto, apesar de ser um
método bastante sensivel, ele é bastante
trabalhoso. Baseia-se na analise da absorcao de
croméforos préximo ao centro de ionizagao, de tal
maneira que as formas protonadas e néo
protonadas exibam dissimilaridades nos
comprimentos de onda em fungéo do pH. Diversas
solugcbes tampado de variados valores de pH
também podem ser utilizadas para assegurar uma
determinacao exata.

Diversos outros métodos tém sido descritos
para determinagdo da constante de ionizagéo,
como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(ANDO e HEIMBACH, 1997; BARBOSA et al.,
1994), fluorimetria (GNINGUE e AARON, 1984),
eletroforese capilar (CALIARO e HERBOTS, 2001)
ou através de calculos usando o produto de
solubilidade e baseados no Log P (ALBERT e
SERJEANT, 1984).

Na determinagdo volumétrica, acidos com
valores de pKa em agua menores que 7 podem
ser titulados com detecgao visual do ponto final
usando substancias indicadoras. Acidos em que o
pKa em agua encontra-se na faixa de 7-11
requerem detec¢do potenciométrica do ponto final
ou também com uso de indicadores, porém, com
menor precisdo. Farmacos com pKa superior a 11,
tal como a cafeina pKa 14 (DELGADO e
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REMERS, 1998), que nao apresenta propriedades
acidas, sdo dificeis de serem determinados por
meios volumétricos.

O pKa da primidona determinado
espectrofotometricamente, segundo dados de
SCHAFER (1989) é de aproximadamente 13.
Estruturalmente ela é um derivado da pirimidinona,
contendo duas amidas ciclicas em sua molécula, o
que torna dificil a determinagao do pKa por outros
meios, levando-se em consideragcdo as
propriedades quimicas dos grupos funcionais da
molécula.

A técnica usual de determinagao do pKa por

espectrofotometria no ultravioleta foi entéao
desenvolvida em meio metandlico, acido e
alcalino, porém ndo apresentou nenhum

deslocamento batocrémico significativo (fig. 7),
apresentando as absorgbes maximas iguais e
correspondentes praticamente aos do fenobarbital:
251, 257 e 263 nm (tab. 2). Isto leva a crer que a
molécula comporta-se como um farmaco neutro,
com muito pouca ionizagao. Devido a auséncia de
aceptores para H*, ndo ocorre assim a protonagao
efetiva do oxigénio da carbonila, proposta para as
amidas ciclicas e nem a ionizagdo dos nitrogénios
pirimidinicos.

O deslocamento hipercromico existente em
meio alcalino sugere uma leve ionizagdo do
farmaco, que pode ter originando o valor de pKa,
segundo os relatos de SCHAFER (1989).
Entretanto, este valor ndo p6de ser confirmado
pela técnica usual no ultravioleta e nem através
das tentativas de doseamento volumétrico
realizadas, que levam em consideracdo as
propriedades de ionizagao da molécula.
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Figura 7. Espectros de absor¢do da primidona na regido do
ultravioleta e efeito de deslocamento em NaOH e HCI M.

Tabela 2. Absor¢des mdximas (A) da primidona no UV,
referentes a figura 7.

Solvente Metanol HCI1 N NaOH 1 N
A 264,2 nm 263,9 nm 264,1 nm
258,0 nm 257,8 nm 258,2 nm
251,7 nm 251,5 nm 251,3 nm
2.2. ANALISE QUANTITATIVA
Para a grande maioria dos
anticonvulsivantes, incluindo a PRM, existem

métodos de quantificacdo descritos na literatura ou
em codigos oficiais, tanto para matéria-prima,
quanto para suas formas farmacéuticas, além da
metodologia especifica usada na determinacao do
farmaco em fluidos biologicos. Dentre eles estado
incluidos: método de Kjeldahl, descrito por
HELBOE e HOLCH (1979), polarografia (BOZSAI
e VASTGH, 1964), densitometria (EL-BAYOUMI et
al., 1999), argentimetria (KALINOWSKA et al.,
1964), espectrofotometria (TIRASPOLSKAYA et
al, 1977), além de diversos métodos
cromatograficos e imunoenzimaticos.

2.2.1. Métodos oficiais

A analise da PRM como matéria-prima pode
ser realizada segundo o método oficial descrito
pela USP-25, através da espectrofotometria no
ultravioleta. O farmaco consta em outros codigos
oficiais como as farmacopéias Britanica, Européia,
Alema, Francesa, Portuguesa, Brasileira, dentre
outras, as quais também indicam o método por
espectrofotometria na regido do ultravioleta para o
doseamento, com excecdo da Farmacopéia
Japonesa (JP, 1982).

O método de Kjeldahl, introduzido em 1883

para determinagdo de nitrogénio, € método
oficial da Farmacopéia Japonesa. Sua
aplicagdo foi baseada na quantificagéo
volumétrica do amoniaco destilado,
equivalente aos nitrogénios do nucleo
pirimidinico, quando submetido a digestao
com acido sulfurico e posterior neutralizagao
do excesso com hidroxido de sodio. O
método foi sugerido HELBOE e HOLC
(1979), bem como a detecgcdo dos
nitrogénios através de eletrodos seletivos de
amoénio, proposta por varios autores
(BENTE,1978; TAGAMI e MIYAJIMA, 1987,
WANDEMARK e ADAMS, 1976). E, no
entanto, considerado um método obsoleto.
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O método oficial para formulagdes como as
suspensodes e comprimidos de PRM, é realizado
por cromatografia gasosa (CG), usando sistema
equipado com detector de ionizagdo de chama e
coluna de vidro 4,0 mm x 120 cm, recheada com
10 % de fase estacionaria liquida G3 (50 % fenil —
50 % metilpolissiloxano) em suporte S1AB (USP-
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24) ou coluna de vidro 4,0 mm x 150 cm, recheada
com fase estacionaria OV-17 (50 % fenil-MS) em
suporte neutro de terra diatomacea siliconada,
mantida a 260 °C (BP, 1999), de maneira que,
nestas condigcbes, a analise torna-se bem mais
trabalhosa e com um custo superior.

A determinacéo densitométrica da PRM em
comprimidos de 250 mg, sugerida por EL-
BAYOUMY e colaboradores (1999) é descrita
utilizando um procedimento quantitativo por CCD,
em que foram usados comprimentos de onda de
222 e 218 nm para determinag¢do de primidona (Rf
= 0,46) e de seu produto de degradagdo, o
fenobarbital (Rf = 0,75), respectivamente. A fase
mével utilizada foi constituida de acetato de etila:
benzeno: acido acético (1:1:0,05), sendo o método
validado pela técnica de adicdo de padrdo e a
PRM determinada com uma exatidao de 99,26 % =+
0,46 em comparacao com o método farmacopéico,
ndo apresentando diferengas significativas quando
analisadas pelos teste “t” e “F”, o que torna o
método  aplicAvel na  determinagdo  de
comprimidos.

BOZSAl e VASTGH (1964) propuseram a
determinagcé@o polarografica da PRM através da
nitragcdo do grupo fenila e posterior ensaio dos
nitro derivados, podendo o método ser usado na
determinagdo dos compostos em comprimidos.

2.2.2. Métodos volumétricos

Métodos volumétricos ndo sdo tao rapidos
nem tdo sensiveis quanto os métodos
instrumentais de analise, tal como absorcao
atdbmica ou espectrofotometria, mas possuem uma
distinta vantagem da alta precisdo. Isto torna a
titulagdo um importante método nas aplicacdes

analiticas. Ao contrario dos métodos
instrumentais, as titulagbes gravimétricas e
coulométricas ndo sdo comparativas, nem

requerem calibragdo, de maneira que é a reagao
quimica existente que ira refletir o que ocorre em
todo o processo analitico (MALEKI et al., 1996). J&
nas titulagdes volumétricas, a Unica calibragéo
exigida é a padronizagao da solugao titulante.

De maneira geral, muitos farmacos
possuem &atomos de nitrogénio na molécula. No
caso destes compostos nitrogenados, que podem
apresentar propriedades acidas ou basicas, estes
podem ser analisados por métodos volumétricos
de neutralizacdo, dependendo dos ligantes
quimicos que os cercam.

A basicidade é a propriedade mais comum
neste tipo de compostos; entretanto, ela pode ser
diminuida ou aparentemente ausente em
estruturas onde o par de elétrons livre esta
envolvido em multiplas ligagdes em uma estrutura
que apresenta ressonancia deslocalizada. Em
virtude disso, esta menos disponivel para ligar-se
a um préton, de maneira tal, que compostos nos

quais o nitrogénio esta ligado a mais de um grupo
retirador de elétrons, como nas imidas, estes
comportam-se como acidos. Grupos desta
natureza resultam, entdao, em um nitrogénio muito
fracamente basico como nas amidas ciclicas e
alifaticas, nas quais, além disso, a protonagao
inicial ocorre no oxigénio e ndo no nitrogénio
(MILLAR e SPRINGALL, 1969). Dessa maneira,
as aminas sdo bases moderadamente fortes,
amidas sao bases muito fracas, mas as imidas sao
acidos moderadamente fortes (CONNORS, 1982).
As equacOes abaixo (Fig. 8) mostram a relacao
estrutural desses compostos e seus valores
aproximados de pKa. O corte sobre o sentido de
deslocamento da reagdo indica que o equilibrio
néao pode ser realizado em determinados sistemas
volumétricos.

pKa g a 11

Amina RNH+ ——— RNH, # RNH ~
NH," pKa-1a1 NH, NH ~
A = L ==
Amida R"~0 ~ R o R™ YO

pKasas O
R

Imida RiNHiiR N RiNiR = lNi

+

Figura 8. Relacdo estrutural de compostos aminados e seus
valores de pKa aproximados

Um fato muito interessante, é que a
estrutura das imidas esta presente em algumas
importantes moléculas como as hidantoinas e
derivados barbitdricos 5,5-dissubstituidos (fig. 9).
Os barbitaricos séo diimidas ciclicas com valores
de pK; e pK; em torno de 8 e 12, respectivamente.

’ o)
R1
OYN O NH
N R1 R2 /&
R2 N

O @)

(2
Figura 9. Estrutura dos derivados da hidantoina (1) e
derivados barbitiricos 5,5-disubstituidos (2)

A primidona é um composto desoxi-
barbiturico, derivado de fenobarbitona, preparado
com o0 objetivo de se obter uma acao
anticonvulsivante livre de sedacdo (SNEADER,
1996). Estruturalmente assemelha-se a muitos
derivados barbitdricos com substituintes na
posicao 5 do nucleo pirimidinico. Entretanto possui
uma carbonila ausente na posigcéo 2, que torna o
composto com propriedades diferenciadas de
outros barbitaricos, caracterizando a molécula
como uma diamida ciclica e ndo como uma imida.

R
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Do ponto de vista quimico, a estrutura
“verdadeira” das amidas, em geral, &€ mesomérica
(fig. 10), devido a seu fraco carater basico, e
apresenta caracteristicas anfotéricas; entretanto,
ndo apresentam a reatividade tipica do grupo
carbonila. As propriedades polares do grupo
amino (elétron-doador) e da carbonila (elétron-
receptor) sdo mutuamente satisfeitas e a molécula
adquire alta  caracteristica  dipolar como
demonstrado na estrutura da primidona (fig. 11).

(O O O
r—c” r—c - Sal
s oy = = o
’_\J
\‘NH, \NH, \’ﬁm*

Figura 10. Mesomerismo das amidas

Figura 11. Estrutura molecular polarizada da primidona
(PAYNE et al., 1999).

Devido a variagao da densidade eletrénica
do nitrogénio para o oxigénio, as amidas em geral,
sofrem protonacdo em solugdo acida, ocorrendo
esta predominantemente no oxigénio.

A formagdo do cation amida (fig 12), pela
protonagédo do oxigénio ou do nitrogénio, reduz o
nuamero de elétrons desemparelhados disponiveis
de 6 para 4, pela formacdo de uma nova ligacdo
covalente no processo de deslocalizagdo
intramolecular, de maneira que a estabilizagdo da
energia de ressonancia no cation é
provavelmente, em algum momento, menor que
nas amidas livres. Ao contrario, a formacdo do
anion amida (fig. 13) pela retirada de um préton da
amida aumenta o numero de elétrons
desemparelhados de 6 para 8, de forma que a
estabilizacdo no &anion torna-se maior que nas
amidas livres. Com isso, é possivel observar a
reducéo da basicidade e 0 aumento da acidez em
sistemas do tipo NH.—CO-R, quando comparados
com os das aminas simples NH—~CH>—R (MILLAR
e SPRINGALL, 1969).

Estas caracteristicas contribuem para alta
estabilidade do anel da primidona, inviabilizando
dessa maneira sua determinagdo por volumetria
de neutralizacdo, mesmo com bases fortes como
hidréxido de soédio (método A) ou metdxido de
sédio (método B), ao contrario dos outros

barbitiricos como o fenobarbital (fig. 14-b), que
pode ser facilmente titulado com NaOH etandlico
(BRITISH, 1999).

‘9’0 —H ’,DH
R=C au R—C «+ R—C
S N N4
(H, NH, NH,
Figura 12. Estrutura do cation amida.
Figura 13. Estrutura do anion amida
(o O 0~
e e P
R—C\\ o R—C\ 3 R—C
(NH NH NH
0 @)
NH NH
CH,CH; ) CH,CH;
(@) N ) N O
H H
(a) (b)

Figura 14. Férmula estrutural comparativa da primidona (a) e
fenobarbital (b).

A determinacdo de farmacos em meio nao-
aquoso €& também uma boa alternativa, sendo
bastante utilizada em casos onde a sua
solubilidade em agua é restrita, bem como para
ressaltar as propriedades acidas ou basicas da
molécula. Uma grande variedade de outros
farmacos com grupamentos imidicos, derivados
xantinicos e lactamicos, derivados sulfonamidicos
ou mesmo com grupamentos carbamidicos podem
ser titulados como acidos fracos. Algumas destas
substancias e uma das técnicas alternativas a
metodologia oficial nas edigbes citadas das
farmacopéias, proposta por SCHNEKENBURGER
(1984), sdo mostradas na tabela 3. O titulante
utilizado foi uma solugao propandlica de hidroxido
de potassio 0,1 M.

O pKa de inameros compostos com
propriedades neutras, contendo grupamentos NH-
acidos de Brénsted, como as amidas, imidas,
heterociclicos e peptidios sdo influenciados na
presenca de DMSO ressaltando ou atenuando sua
acidez (KOPPEL et al., 1998).
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Tabela 3. Titulacdo de acidos fracos com KOH — propanélico 0,1 M.

- o =
> )
S =) 5- E = F‘E’ é a =)
: 2 23 L. : o
5 2 22 Z 82 5 5 &8
= O = £ &% 2 = — &
Etosuximida imida (BP 99) BuyNOH/DMF 1 100,1 (99,45 — 100,80) 4  DMSO amarelo de metanila 14,12
Alantoina imida (BP 99) NaOH /H,O 1 99,04 (98,86 — 99,28) 5 DMSO amarelo de metanila 15,81
potenciométrico
Fluoruracil pirimidinico (BP 99) BuyNOH/DMF 1 1004 (100,2 - 100,8) 4  DMSO Timolftaleina 13,01
(USP-21) BuyNOH/DMF
Clortalidona sulfonamida (BP 99) BuysNOH/DMF 1 101,37 (101,27-101,5) 4  DMSO azovioleta 33,88
(USP-XX) BuyNOH/acetona 199,02 (98,60 —99,3) 4  DMSO timolvioleta*
Hidroclorotiazida sulfonamida (BP 99) Bu,NOH/DMSO 2 99,46 (98,80 —99,85) 4  DMSO timolvioleta 29,77
Carbromal carbamidico (BP 80) argentim. (Hidrol.) 1 99,39 (99,13 - 99,69) 4  Piridina azovioleta 23,71
(DAB 9) argentim. (Hidrol.)
Nifenazona carbamidico - 1 99,84 (99,40 — 100,28) 5 DMSO amarelo de metanila 30,82

BuyNOH (hidréxido de tetrabutilamoénio), DMF (dimetilformamida), DMSO (dimetilsulféxido), NaOH (hidréxido de s6dio).
*Timolvioleta (timolftaleina + tropaeolina 0 4:1) 0,1g/100 ml 2-propanol.

0] método proposto por semelhante ao volume de ambas solu¢des usadas
SCHNEKENBURGER (1984), utilizando DMSO, em excesso, indicando que nao houve reacao.
ndo forneceu resultados satisfatérios com a Um método utilizado para determinacao de

primidona. Substituindo-se o DMSO por DMF derivados do acido carb&mico como o tiouracil,
(método C), como solvente protofilico, e utilizando baseado na substituicdo de um hidrogénio acido
amarelo de metanila como indicador, os resultados da molécula por um do ion metalico (CONNORS,
apresentaram CV de 1,43 %, entretanto, baixa 1982) foi realizado na tentativa de determinagéo
exatidao, com teores em torno de 90 %. da PRM por meio volumétrico usando acetato de
merclrio Il como titulante (método F). Os
resultados, entretanto, nado forneceram dados
significantes, provavelmente devido a fraca ou
nenhuma acidez da primidona.

Outros métodos volumétricos descritos na
literatura, usados na determinagéo de barbitdricos
foram aplicados a PRM, como a argentimetria,
proposta por KALINOWSKA e colaboradores
(1964). Segundo os autores, em meio cetdnico Hexacianoferrato, anion [Fe(CN)G]S',
alcalinizado, houve a formacao de sais insollveis tradicionalmente conhecido como ferricianeto tem
de prata, verificada pelo desenvolvimento de uma sido largamente utilizado como oxidante em
turbidez persistente. O composto precipitado foi substratos tais como hidrocarbonetos aromaticos,
identificado como um sal da PRM, contendo dois sais heterociclicos quaternarios e alquiltioamidas.
atomos de prata; o sal correspondente, com um E empregado para determinagcdo quantitativa de
atomo de prata, foi solivel em NaOH. um grande niumero de compostos, particularmente

. de substancias de interesse farmacéutico.
colabo(rja drgre;t;)do f(?irop?esstfa d%(?r };ﬁ%rleh:gr:/t\gSKﬁag Farmacos como paracetamol (ALAPONT et al,
’ 1999), derivados fenotiazinicos (BASAVAIAH e

e sy s, ohoa'®,  KRISANANURTHY, 1998) @ auros mais <o
: titulados com base no processo de éxido-reducao

ﬁsrgj.tggoungiézsseovdoéh/?\;q ((TRZF\CI)SC; BL r:j?e q#;' e fendmenos quimioluminescentes tal qual o
(acetato mercdrico). A amostra foi dsissolvida em luminol  (BARNETT et al.,, .1 999). Tal _omdagao
50 ml de uma miétura de metanol/acetona 1:1 pode ocorrer em - meio acido ou alcalino, pela
adicionada de 5 ml de NaOH, sob agitacéo équai titulacdo direta, ou indireta (retorno), sendo o
’ ’ ponto final determinado potenciometricamente.

se acrescentou um excesso de AgNO; 0,1 M.
Titulou-se com tiocianato de aménio SV, usando- O anion [Fe(CN)g]>* é um moderado
se sulfato férrico amoniacal como indicador. O oxidante, onde o potencial de redugao resultante é
mesmo procedimento foi realizado, trocando-se essencialmente constante, em torno de 0,41 V, em
apenas a solugdo em excesso de AgNO; por uma faixa de pH que varia de 4 a 13 com relagao
(CH3CO0),Hg 0,1 M (método E). Mesmo com a ao EPH em solugdo a 0,1 M. Os potenciais dos
troca da solugdo nao houve, indicio de eletrodos sdao normalmente pH dependentes
complexacao ou precipitacao do sal do farmaco. O somente para anions onde os protons estao
volume gasto nas titulacbes de retorno foi envolvidos na reacdo de oxidagao / reducao; no

entanto, a redugéo do potencial do par [Fe(CN)e]S'
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/ [Fe(CN)6]4' pode ser independente do pH, desde
que o préton nao seja incluido na forma oxidada
nem na reduzida do farmaco. Conseqlientemente
o par redox de hexacianoferrato (Il / Ill) constitui
um sistema estavel de um elétron (fig. 15),
categorizado em um grupo de sistema redox como
sulfato cérico, nitrato de amdnio-prata, solucao de
Fehling dentre outros, de maneira que as espécies
sdo complexos ibnicos que aceitam um Unico
elétron (LEAL et al., 1998).

[Fe(CN)]®? + e

Figura 15. Sistema redox do par ferricianeto / ferrocianeto.

O método oxidimétrico aplicado a PRM
(método G), teve, como base, dados de literatura
para determinagdo de metiprilona (fig. 16), a qual
sofre oxidagdo pelo ferricianeto de potassio no
anel da piridindiona (USP-21, 1984).

A técnica foi aplicada a primidona, levando
em consideragdo a semelhanga estrutural entre os
compostos. Estabeleceu-se a relagdo de dois
moles do oxidante para cada mol de PRM,
segundo proposto pela reagdo mostrada na figura
16.

Foi observado, por dados experimentais,
que a oxidacdo da primidona com ferricianeto é
possivel somente em meio alcalino, segundo
analise voltamétrica. No entanto, a reacao é lenta,
dificultando a determinagdo do ponto de
equivaléncia pela medida da corrente de oxidacao
através do eletrodo de platina. A estabilidade
resultante do sistema diamidico na primidona
torna mais dificil o processo oxidativo.

A baixa solubilidade em &agua & também
fator limitante no processo. Solugdes metandlicas
de primidona dificultam a determinagdo do
potencial de éxido-reducéo pela prépria oxidagéao
do solvente, de maneira que nao foi possivel a
determinacgéo voltamétrica por este processo.

Dados de literatura mostram a possivel
oxidacdo ndo quantitativa da primidona a
fenobarbital utilizando K>Cr,O; 0,04 M em H,SO,
diluido e a posterior determinagcdo do &cido
barbitirico formado com nitrato de prata
(HARTKE, 2000). Contudo, o método requer
diversos cuidados no procedimento, além de

[Fe(CN)J*

fornecer na analise resultados

imprecisos.

quantitativa,

3.2.3. Métodos Cromatograficos

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em fase reversa €é a técnica
cromatografica mais utilizada para rotina na
determinacdo de anticonvulsivantes como a
primidona, em fluidos bioldgicos, ainda que
encontre varios problemas de identificacdo e
quantificacdo na exata separagdo da PRM, PEMA
e PB em misturas do farmaco com seus
metabdlitos.

Para que se obtenha condigcbes
cromatograficas otimizadas, havera sempre a
necessidade de se avaliar os parametros

relevantes quanto a composicdo dos constituintes
da amostra, pH da fase mdvel na area do pico,
poder de eluicdo do sistema na fase movel
reversa, além dos conhecimentos basicos da
teoria da cromatografia liquida (SCHAFER, 1989).
Algumas destas caracteristicas sao indicadas na
Tabela 5.

Com o resultado dos recentes avangos nas
técnicas de CLAE, ela tém aos poucos substituido
a CG na rotina para determinagéo da PRM e seus
metabdlitos; entretanto, a CG continua sendo um
método suficientemente eficaz, e tecnicamente
econdmico para permanecer aceitavel.

o/

NH

NH

(0] @)
H,C H,C
Método Substituinte* Eq
A Na 1
B Me 1
C K 1
*Em N1 ou N3

Figura 17. Reacdo esperada na andlise volumétrica de
neutraliza¢do

) 0
(@) N H (@) N H
CH,CH; + 2. K;Fe(CN); + 2. KOH — CH,CH; | + 2. K,Fe(CN); +2H,0
CH, CH,
CH,CH, CH,CH,

Figura 16. Oxidagdo da metiprilona com ions ferricianeto
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Tabela 4. Resumo dos principais métodos volumétricos propostos para doseamento de primidona

método tipo amostra eq. indicador de solvente titulante
(mg) ponto final
A Neutralizacdo 150 21,82 potenciométrico EtOH NaOH
B Neutralizacdo 150 21,82 timolftaleina DMF MeOH
C Neutraliza¢do 150 21,82 amarelo de metanila DMSO KOH Prop
D Precipitagao/ret 50 10,91 FeSO, .NH4 MeOH/acetona NH,SCN
AgNO; (exc.)
E Precipitagdo/ret 50, 100, 150 10,91 FeSO, .NH4 MeOH/acetona NH,SCN
HgAc, (exc.)
F Precipitagdo/ret 50, 100, 150 10,91 difenilcarbazona NaOH/NaAc HgAc,
G Oxi-reducéo 50 10,91 potenciométrico MeOH/KOH K, Fe(CN)g
Método X; Eq
NH D Ag 2
E Hg 2
F Hg 2

Figura 18. Reacdo esperada na andlise volumétrica de precipitacdo.

2. K Fe(CN)

MeOH / KOH

N H
X
e

ol
H,C

Figura 19. Reacdo esperada na andlise volumétrica de oxi-redugéo.

Tabela S. Determinacdo da primidona em fluidos biolégicos por CLAE em diferentes sistemnas cromatograficos.

meio coluna fase movel deteccio padrao interno autor
Soro acetonitrila/metanol/ Ultravioleta  4cido 5-etil-5-(p- SZABO e
- tampdo fosfato (17:28:55) em 195 nm metil-fenil) BROWNE, 1982
barbitirico
soro fase reversa Bond-  acetonitrila/metanol/ tampdo  Ultravioleta  ciclopentabarbital KABRA et al.,
Elut 3 -5um fosfato pH 3,7 (13,5:35:51) em 210 nm (Cyclopal®) 1983
soro Ultrasphere ODS C- cianeto de metila 10 mM/ Ultravioleta - AVICO et al., 1986
18 tampdo fosfato pH 3,0 em214 nm
(25:75)
plasma  Lichrosorb RP-18,5  acetonitrila/ tampdo fosfato ~ Ultravioleta  alisobutilbarbital ~ NEELS et al., 1983
wm pH 6,9 (40:60) em 208 nm
plasma Spherisorb ODS2 acetonitrila/metanol/ tampao  Ultravioleta - ROMANYSHYN
3um 4,6 x 150 mm fosfato (160:140:700) em 210 nm et al., 1994
plasma Bond-Elut C-18 metanol Ultravioleta acetanilida MORIYAMA et
em 215 nm al., 1994,
plasma Jasco RP C-18 (250 diéxido de carbono e Ultravioleta ibuprofeno BHOIR et al., 1999
x 4,6 mm) de 10 um metanol em 215 nm
plasma Supelcosil LC-18 acetonitrila/metanol/ tampao  Ultravioleta  9-hidréximetil-10- MATAR et al.,
fosfato pH 7,5 (17:18:65) em 220 nm carbamil 1999
urina Nucleosil C-18 acetonitrila/metanol/ Ultravioleta - FERRANTI et al,
(100-5 um 250 x 4.6 tampdo fosfato pH 4,0 em 227 nm 1998
mm) (30:30:270)
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Um método por CG torna-se bastante
eficiente, quando acoplado a um espectrometro de
massas, para separacdao de misturas complexas
de farmacos e seus metabdlitos, pelo uso de
eletrodos seletivos de nitrogénio e detectores
eletrébnicos. ZHONG e colaboradores (1988),
determinaram PRM em comprimidos, tratando-os
com 4cido sulfurico, sulfato de potassio e sulfato
de cobre. Apds a alcalinizagdo foi aplicado
nitrogénio e entao quantificada a PRM, usando um
eletrodo seletivo de aménio.

O emprego da ionizagdo quimica, como um
método bastante eficiente de separagao da PRM e
seus metabolitos, foi aplicado para determinacao
da PRM no plasma (TRESTON e HOOPER, 1990)
e na urina (MAURER, 1990).

3.2.4. Métodos
imunoenzimaticos

BOSZAl e VASTGH (1964) propuseram a
determinagcé@o polarografica da PRM através da
nitragdo do grupo fenila e posterior ensaio dos
nitro-derivados, podendo o método ser usado na
determinagé@o dos compostos em comprimidos.

eletroquimicos e

Diversos imunoensaios também tém sido
desenvolvidos como forma pratica de
monitorizacdo de antiepiléticos no plasma,
incluindo a PRM, tais como os enzimaticos
(LACHER et al, 1980; KNIGHT, 1981) ou por
fluorescéncia (CARL et al, 1982; SHEEHAN e
CARON, 1985; STAMP et al., 1991).

3. CONCLUSOES

As propriedades quimicas e fisico-quimicas
de um farmaco sdo, em muitos casos,
determinantes no processo de controle de
qualidade analitico, de maneira que a natureza
quimica da molécula pode interferir favoravel ou
desfavoravelmente nos mecanismos de interacdo
com outros substratos, tornando-a mais seletiva,
ao passo que, métodos diferenciados, simples ou
complexos vém surgindo a cada dia, na tentativa
de tornar vidvel e mais operacional a rotina de
andlise quali e quantitativa de uma substancia.

Métodos cromatograficos e
imunoenzimaticos tém demonstrado ser os mais
comuns na rotina de andlise da primidona,
principalmente nos fluidos biol6gicos, devido a sua
farmacocinética diferenciada pela agdo de seus
metabdlitos ativos (PEMA e fenobarbital). A
separacao cromatografica permite obter resultados
quali e quantitativos importantes para a
manutengdo dos niveis sangliineos eficazes na
monitorizacao clinica.

Dentre os métodos quantitativos oficiais
para andlise de primidona, o0 método
espectrofotométrico é o0 mais usual, sendo
bastante utilizado devido sua simplicidade e

preciséo, podendo também ser usado na analise
de comprimidos e capsulas. E preferivel em
relacdo ao método por cromatografia gasosa
proposto pela USP-25, devido ao custo bem
inferior.

Métodos mais simples, como os
volumétricos, apesar de varias tentativas, nao se
mostraram apliciveis a primidona, devido as
caracteristicas quimicas da molécula, & excecao
do método proposto por KALINOWSKA (1964),
que entretanto, nas condi¢cbes referidas, nao
demonstrou repetibilidade, verificada por dados
experimentais neste trabalho.
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