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® RESUMO: Métodos quantitativos de andlise do aciclovir por volumetria em
meio nao-aquoso sdo comparados com o método oficial. As propriedades
anfotéricas do farmaco, devido aos dois valores de pKa da molécula, possibi-
litam sua determinacao, tanto como &cido quanto como base fraca, com uso
de indicadores, tais como cristal violeta, naftolbenzeina e azovioleta, desde
que a matéria-prima seja devidamente dessecada pelo menos a 160°C, du-
rante 2 horas. Os resultados obtidos indicam que os métodos avaliados sdo
exatos e precisos, constituindo-se em alternativa para o método oficial.
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Introducao

O aciclovir (ACV), apresentado na Figura 1, é um agente antiviral,
analogo sintéetico de um nucleosideo natural, a desoxiguanosina, em que
o carboidrato da molécula ¢ aciclico. Sua diferenca estrutural, em com-
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paracao com outros antivirais, proporciona um mecanismo de agao unico
contra infecgdes causadas pelos virus Herpes Simplex (HSV) dos tipos
1 e 2 e Varicella-Zoster {(VZV), apresentando baixa toxicidade para as
células normais. Epstein-Barr virus (EB) e Cytomegalovirus (CMV) tam-
bém sdo susceptiveis & acdo do ACV, porém, em menor extensio.?

FIGURA 1 - Estrutura molecular do aciclovir.

Ao longo dos anos, diversos métodos tém sido propostos para
determinacdo do ACV. Volumetria em meio ndo-aquoso com deter-
minagdo potenciométrica do ponto final e espectrofotometria no UV
séo os procedimentos recomendados pela Farmacopéia Britanica?
para a determinac¢do de matéria-prima e suas formulagdes, respec-
tivamente.

Métodos volumétricos em meio nao-aquoso sio utilizados ha muito
tempo para doseamento de acidos e bases fracas e constituem méto-
dos bastante simples e econdmicos. Baseiam-se no conceito de
Bronsted-Lowry, segundo o qual acido é toda substancia, molécula ou
ion capaz de liberar um préton e base &€ 0 composto capaz de receber
um préton.? A molécula de ACV, segundo Kozjek et al.,® apresenta duas
constantes de ionizagao: 9,35 (4Acida) e 2,19 (basica), determinadas atra-
ves de espectrofotometria no UV. A acidez do composto, como demons-
trado nos trabalhos de Kristl et al.,® é proveniente da protonacéo do
oxigénio ligado ao N1 do anel pirimidinico, enquanto suas proprieda-
des basicas estao em fun¢ao do N9 do anel imidazolico. Desta manei-
1a, sua propriedade anfotérica, semelhante a guanosina (Figura 2), per-
mite a determina¢ao quantitativa por meios volumétricos, tanto como
acido quanto como base fraca.
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E objetivo deste trabalho validar o doseamento em meio nao-aquoso
do ACV, utilizando indicadores para a visualizagdo do ponto final. Es-
tes doseamentos levam em consideragao o carater anfotérico da molé-
cula. De acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo que séo referidas
na Farmacopéia Americana,!! a exatidao de um método pode ser de-
terminada pela comparacdo dos resultados do método que esta sendo
proposto com 0s de um segundo método bem caracterizado.
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FIGURA 2 - Estrutura predominante da guanosina (a) protonada e (b) desprotonada.

Materiais e métodos

Reagentes e equipamentos

ACV foi obtido como matéria-prima fornecida por farmacias
conveniadas com a ANFARMAG/RS (Associagdo Nacional de Farma-
céuticos Magistrais, seccional RS); &cido acético glacial, dimetilsulfé-
xido, anidrido acético foram de grau analitico. As solugdes titulantes
de acido perclérico 0,1 M e KOH propandlica 0,1 M foram preparadas e
padronizadas utilizando-se padrées primarios apropriados. As titulacdes
potenciométricas foram realizadas a 25 + 2°C, com eletrodo combina-
do de vidro-calomelano, padronizado e estabilizado com tampéo fosfato
(pH 7.0) e 4cido bérico/cloreto de potassio (pH 10). O aparelho utiliza-
do foi um potencidémetro digital, modelo DMPH-2, além de buretas de
10 e 25 ml e agitador magnético. A dessecacéo das substancias foi rea-
lizada em estufa modelo BIOMATIC (0-300°C) e a determinacgéo de
umidade, em aparelho de Karl-Fischer modelo KF DL-37. As analises
de DSC (calorimetria diferencial exploratoria) foram feitas em célula de
DSC-4, pertencente ao sistema PERKIN ELMER, sob atmosfera dindmica
de ar, com taxa de aquecimento de 10°C.min! até 400°C.
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Métodos

Meétodo potenciométrico com acido perclorico 0,1 M (A)

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados, previamente des-
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em béquer com 60 ml de acido
acético glacial. O eletrodo foi inserido na solugao, sendo esta titulada
sob agitagdo continua com acido perclérico 0,1 M. A massa de ACV foi
calculada do volume de titulante consumido no ponto de inflexdo da
curva potenciométrica. Cada ml de titulante consumido é equivalente
a 22,52 mg do fArmaco.

Método potenciométrico com adi¢do de anidrido acético (B)

A amostra foi previamente dessecada a 105°C/2 h, seguindo-se ¢
mesmo procedimento descrito para o método A, com a adi¢éo de 10 ml
de anidrido acético antes do inicio da titulagao.

Meétodo volumétrico com indicador cristal violeta (C)

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados e previamente des-
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em erlenmeyer, com 60 ml de
acido aceético glacial, adicionando-se cinco gotas de cristal violeta como
indicador. A solugédo foi titulada sob agitacdo continua com acido
perclérico 0,1 M até o desenvolvimento de coloragdo verde-esmeralda.
A massa de ACV foi calculada levando-se em consideragdo o volume
de titulante consumido até o ponto de viragem do indicador.

Meétodo volumétrico com indicador naftolbenzeina (D)

Seguiu-se o mesmo procedimento descrito para o0 método C, subs-
tituindo apenas o indicador por naftolbenzeina.

Meétodo volumétrico com KOH propandlico 0,1 M (E)

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados e previamente des-
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em erlenmeyer com 30 ml de
dimetilsulfoxido, adicionando-se cinco gotas de azovioleta como indi-
cador. A solugdo foi titulada sob agitagdo continua com hidréxido de
potassio propandlico 0,1 M, até o desenvolvimento de coloragao azul.
Calculou-se a massa de ACV considerando-se o volume de titulante
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consumido até o ponto de viragem do indicador. Cada ml de titulante con-
sumido é equivalente a 22,52 mg do farmaco.

Resultados e discussao

Volumetria de neutralizagdo com hidréoxido de potassio
propanoélico

Como ja é conhecido, 0 uso de diferentes solventes interfere signi-
ficativamente nas propriedades fisico-quimicas de compostos que apre-
sentam facilidade de dissocia¢ao. Tais propriedades, como solubilida-
de e pKa, sdo importantes ferramentas na analise volumétrica e devem
ser consideradas na tentativa de se obter um meio favoravel de proces-
sar a reagao estequiomeétrica para titulagcao de um farmaco.

O resultado de diferentes métodos tem mostrado que o equilibrio
no tautomerismo ceto-endlico do ACV é fortemente dependente da
polaridade do solvente.® O uso de DMSO tem sido largamente estuda-
do, devido ao efeito nivelador que exerce sobre compostos que apre-
sentam, principalmente, grupamentos NH-4cidos.3 No caso do N1
amidico do ACV, ligado ao oxigénio da posi¢do 6, pode sofrer
tautomerizagdo ceto-enolica na molécula, aumentando sua acidez e
contribuindo para um doseamento como acido fraco mais eficiente.

O método para determinagdo de acidos fracos descrito por
Schnekenburger & Quade-Henkel, ¥ usando KOH propanolico como
titulante e azovioleta como indicador, foi utilizado como base neste tra-
balho e demonstrou ser bastante eficiente na analise do ACV. O méto-
do forneceu valores precisos, diferindo significativamente apenas do
método B, para bases fracas, que utilizou acido perclérico e anidrido
acético. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Volumetria com acido perclérico

A determinagao com 4acido perclorico tem sido um método em meio
nédo-aquoso muito versatil dentro da quimica quantitativa, pois um gran-
de numero de farmacos ¢ titulado com este, devido as propriedades de
ionizagdo das moléculas em acido acético glacial. As farmacopéias pre-
conizam o uso deste método para o ACV. A Farmacopéia Americana,!!
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entretanto, especifica o método por CLAE, até mesmo para a matéria-
prima. A determinagao do ponto final na volumetria é potenciométrica,
com uso de eletrodo de vidro-calomelano.

A amostras de ACV, previamente dessecadas a 160°C/2 h, foram
analisadas com uso de indicadores cristal violeta (método C),
naftolbenzeina (método D) e comparadas com o método oficial {(méto-
do A), conforme as Tabelas 1 e 2.

A altera¢do na metodologia, pela adigdo de anidrido acético como
agente desidratante, foi proposta, visando verificar a influéncia da Agua
presente na amostra (método B). A andlise demonstrou pequena varia-
cao em relagdo aos métodos A, C e D, como verificado nas Tabelas 3 e
4. Neste método, a amostra foi analisada apds dessecacéo a 105°C/2 h,
sendo apods titulada com Acido perclérico 0,1 M. A determinacéo visual
do ponto final da titulagdo com o uso dos indicadores cristal violeta e
naftolbenzeina ocorreu sempre apés o ponto de inflexdo na curva
potenciométrica, quando realizada em ensaios concomitantes. Isto
pode ser devido a uma diminuigdo da sensibilidade no deslocamento
quimico do indicador, em conseqiiéncia da presenca da agua, a qual
também funciona como uma base fraca, competindo pelo mesmo
substrato.

O ACV pode se apresentar na forma solvatada, o que se confirmou
através da analise térmica por DSC. A substancia apresenta pico
endotérmico entre 135 e 166°C, com méaximo em 155,02 °C (Figura 3),
indicando que nessas condi¢des ocorre perda de massa, comprovada
através dos valores encontrados na determinagao de umidade pelo
método de Karl-Fischer. Estes dados condizem com os trabalhos de Kristl
et al.,”-que, além disso, evidenciaram a presencga de polimorfismo em
temperaturas acima de 170°C, como pode ser evidenciado nas Figuras
3 e 4, com maximos em 172,15 e 171,2°C, respectivamente. Segundo
Kristl et al.,7 a forma anidra pode ser alcangada através da secagem em
temperatura de 50°C por 140 min; entretanto, com a diminui¢édo da tem-
peratura, pode rapidamente reidratar-se em um intervalo de 2 minutos.
A forma anidra estavel é alcangada somente em temperaturas mais ele-
vadas (acima de 150°C).

A forma solvatada é um hidrato, com umidade em torno de 6%, onde
cada molécula de ACV apresenta 0,67 de uma molécula de agua ligada
em sua estrutura cristalina, ou seja, para cada trés moléculas de ACV
existem duas de dgua de solvatagdo.!

O teor de pureza das amostras foi calculado utilizando a seguinte
equagéo:
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mg de ACV=V x T x mEq,

onde: V = o volume de titulante consumido ate a viragem do indica-
dor; T = fator de corre¢do da solugao titulante e mFEq = 22,52.
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Tabela 1 - Teores encontrados para ACV na determina¢ao por volume-
tria em meio ndo-aquoso com acido perclorico

Potenciométrico Cristal violeta Naftolbenzeina

Métodos A) ©) D)
ACV
Média* 100,83 100,79 100,62
Desvio padrao 0,33 0,37 0,07
DPR% 0,33 0,36 0,07

n =5 determinagdes para cada amostra

Tabela 2 - Analise de variancia da amostra ACV, determinada com Aci-
do perclérico

Fonte da variagdo SQ GL MQ F Valor - P F critico
Entre grupos 0,12348 2 0,06174 0,72312 0,505222 3,88529
Erro 1,02456 12 0,08538
Total 1,14804 14

SQ = soma dos quadrados GL = graus de liberdade MQ = quadrado médio

Tabela 3 - Teores comparativos entre os diferentes métodos para ACV
na determinac¢do por volumetria em meio ndo-aquoso com
acido perclorico e KOH propanolico

(A) (B) (C) (D) (E)

Média 100,83 101,14 100,79 100,62 100,37
Desvio padrao 0,33 0,13 0,37 0,07 0,43
DPR% 0,33 0,13 0,36 0,07 0,43

Tabela 4 - Analise de variancia da analise quantitativa para 0 ACV

Fonte da sa oL MQ F Valor-P F critico
variacéo
Entre grupos 1,599216 4 0,399804 4,324169 0,011084 2,866081
Erro 1,84916 20 0,092458
Total 3,448376 24

SQ = soma dos quadrados GL = graus de liberdade MQ = quadrado médio
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Tabela 5 - Teste de Tukey para o ACV

E D C A
Método (Xi) (Xi) - 100,37 (Xi) - 100,62 (Xi) - 100,79 (Xi) - 100,83
B 101,14 0,77 0,62 0,35 0,31
A 100,83 0,46 021 0,04
c 100,79 042 017
D 100,62 0,25
E 100,37
Agy = 0.58

A - método oficial (acido perclérico, determinagdo potenciométrica)
B - 4cido perclérico, determinagdo potenciométrica, anidrido acético
C - acido perclorico, indicador cristal violeta

D - acido perclérico, indicador naftolbenzeina

E - hidroxido de potéssio propanélico, DMSO, indicador azovioleta.

Em dados experimentais verificou-se que a amostra submetida a
secagem a 105°C, que é a temperatura mais comum em analise
gravimétrica, também apresentou as mesmas caracteristicas de reab-
sor¢ao, como descreve o trabalho de Kristl et al.” Apés secagem, a
amostra foi submetida a ambiente de umidade controlada (em torno de
80%), onde verificou-se que, em apenas 30 minutos, ambas as amos-
tras, apresentaram reabsorgao de agua acima do teor determinado pelo
método de Karl-Fischer antes da secagem.

No método B, apesar da 4gua de solvatagéo presente ser elimina-
da pela adigdo de anidrido acético, a facilidade com que a amostra volta
a absorver umidade interfere fisicamente no processo de doseamento,
pois no momento da pesagem a amostra ja ndoc se encontra anidra. Este
fato, ou seja, a reabsorgéo de dgua durante o preparo da amostra, pode
ter sido responsavel por resultados diferentes, obtidos na utilizagao das
cinco técnicas propostas neste trabalho, também demonstrado pelo
Teste de Tukey (Tabela 5), que indicou apenas os resultados da técni-
ca B (método potenciométrico, com anidrido acético) diferente, em re-
lagdo a0 método E (volumetria com KOH propanélico). Os demais mé-
todos ndo diferiram significativamente do método oficial (acido
percloérico, determinagdo potenciométrica), apresentando, portanto,
exatiddo. Além disso, sdo precisos, 0 que é evidenciado pelos baixos
valores de desvio padréo relativo (Tabelas 1 e 3). Com isso, para asse-
gurar a melhor exatiddo no ensaio volumetrico, € necessaria a secagem
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prévia da materia-prima entre 150 e 170°C durante 2 horas, garantindo
a auséncia total de agua.

Conclusoes

Meétodos volumétricos, em sua maioria, apresentam grande eficién-
cla na quantificagao de farmacos por serem rapidos e precisos. O uso
de diferentes solventes, com polaridades variadas e titulantes especifi-
cos, continua sendo, atualmente, um meio pratico na analise de rotina
de matérias-primas, sendo ainda exeqiiivel em farmécias, devido a sim-
plicidade de execugdo e ao baixo custo.

A influéncia da dgua no meio ndao-aquoso pode ser um fator
determinante na analise do ACV, pois as propriedades basicas desta
podem provocar ligeira alteracdo no deslocamento quimico de indica-
dores com alta sensibilidade em acido acético. A anélise de variancia
demonstrou ser possivel a substituicao do método oficial com determi-
nacao potenciométrica do ponto final da titulagédo por métodos com
indicadores como, por exemplo, cristal violeta e naftolbenzeina, se o
farmaco for considerado como base fraca e azovioleta na determinagao
como &cido fraco. E aconselhavel a secagem prévia da matéria-prima
a 160°C, pois a auséncia de umidade na amostra favorece a determina-
¢do, com maior precisdo, do ponto final da titulagdo no uso dos indica-
dores citados.

ALMEIDA, E. D.; PETZHOLD, C. L.; ZANOTTO A. R.; BERGOLD, A. M.
Assay of acyclovir by non-aqueous volumetry. Rev. Ciénc. Farm., Sao Pau-
lo, v.23, n.277-287, p.2002.

8 ABSTRACT: Non-aqueous assays of acyclovir bulk substance are compared
with the official assay. The amphoteric properties of acyclovir (two pKa values)
make it possible to titrate the substance as acid or as base by the use of
indicators: crystal violet, naphtolbenzein or magneson.The bulk substance
must be dried before the assay for at least 2 hours at 160°C.The obtained results
support the conclusion that the evaluated methods are accurate and precise,
representing an alternative for the official one.

B KEYWORDS: Acyclovir; non-aqueous titration, crystal violet; magneson.
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