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RESUMO

“METODO CINETICO PARA A DETERMINACAC QUANTITATIVA DE
o-METILDOPA EM PREPARACOES FARMACEUTICAS”

Aluno: Débora Cristina Dalla Villa Batista
Crientador: Prof. Dr. Matthieu Tubino

A o-metildopa é um farmaco com propriedade anti-hipertensiva, bastante
utilizado e de primeira escolha nos casos de hipertensdo durante a gravidez.
Sobre o seu mecanismo de agdo no organismo, apesar de véarios estudos, ainda
néo estéd comprovado. Sabe-se gue o-metildopa é descarboxilada pela enzima
dopadescarboxilase, e convertida até a-metilnoradrenalina, substituindo a
noradrenalina, como um falso neuro-fransmissor, impedinde a agBo da
noradrenalina e reduzindo a pressdo sanguinea. No presente trabalho foi realizado
um estudo sobre a farmacologia de a-metildopa e também sobre os processos de
sintese com os mecanismos das reacbes envolvidas. A forma racémica da
a-metildopa foi sintetizada pela primeira vez por Pfister e colab., em 1955, o que
exigiu que fossem desenvolvidos procedimentos para a resolugdo dtica da
a-metildopa, pois somente o isdmero levégero é farmacologicamente ativo.

Na literatura hé varios métodos para a determinacéo de a-metildopa em
preparacbes farmacéuticas. Neste trabalho foi realizado um levantamento destes
métodos e descrito o procedimento experimental para cada um. Também propoe-
se um método cinético com deteccdo espectrofotométrica baseado na reagéo de
a-metildopa com ions férricos, estes inicialmente complexados com acido
salicilico. A reagdc é monitorada num comprimento de onda de 525 nm. \Para
comparacao foi utilizado um método espectrofotométrico de referéncia contido nas
farmacopéias dos Estados Unidos (USP) e Brasileira.



ABSTRACT

“KINETIC METHOD FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF
a-METHYLDOPA IN PHARMACEUTICS PREPARATIONS”

Author: Débora Cristina Dalla Villa Batista
Adviser: Prof. Dr. Matthieu Tubino

a-Methyldopa is a substance with anti-hipertensive property which is
frequently used and is the first choice in the hipertension during pregnancy.
Despite various studies, its mechanism of action in organisms has not been
establishedyet. o-Methyldopa is known tc be decarboxylated Dy the enzyme
dopadecarboxylase, and converted fo a-methyinoradrenaline, substituting
noradrenaline, as a false neurotransmitter, which hinders the action of the
noradrenaline and reduces blood pressure. In the present work & study on the
pharmacology of a-methyldopa and also on the synthesis and the mechanisms of
the reactions involved were carried out. The racemic structure of a-methyldopa
‘was synthesized for first time by Pfister et al. in 1955. it was necessary to deveiop
a procedure for the optical resolution of a-methyldopa, because only the levogero
isomer is pharmacoiogicélly active.

Various methods for the determination of a-methylidopa in pharmaceutics
preparations are described in the literature. In this work, a survey of these methods
together with the experimental procedure used for each method is presented. Also,
a kinetic method based on spectrophotometric monitoring of the reaction of
a-methyldopa with iron (ilf), which is initially complexed with salicylic acid is
proposed. The reaction is monitored at 525 nm. The method was compared with
standard specirophotometric method of the United States Pharmacopoeia (USP)
and Brazilian Pharmacopoeia.
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CAPITULO | - OBJETIVOS

—» Realizar uma revisdo bibliografica sobre a sintese de o-metildopa, com

estudo sobre o mecanismo das reagdes envolvidas,

—-» Levantar o historico da farmacologia da droga & seus parédmetros

farmacocinéticos e farmacodinadmicos.

—» Realizar uma busca dos métodos analiticos j@ desenvolvidos para
determinagdo de c-metildopa em comprimidos, com descricdo do procedimento
experimental de algumas técnicas.

—» Em adicdo aos objetivos acima citados objetivou-se 0 desenvolvimento
de um método analitico quantitativo cinético para determinacéo de a-metiidopa em
formulagbes farmacéuticas comerciais, com deteccio espectrofotométrica.

CAPITULO Ii = INTRODUGAO

(L)-a-metildopa é um farmaco anti-hipertensivo, que surgiu no mercado na
década de 1960 com o nome de “Aldomet’, e € amplamente utilizado nos dias de
hoje, e de primeira escolha nos casos de hipertensao durante a gravidez (Guenc e
colab., 2000; Patrick e colab., 2001).

A forma racémica de o-metildopa foi sintetizada pela primeira vez por
Pfister e colab., em 1955, 0 que exigiu que fossem desenvolvidas sinteses para
resolucdo Otica de o-metildopa, pois somente o isdmero levogiro seria'
farmacologicamente ativo ( Tristam e colab., 71964).

A sintese de a-metildopa foi baseada na estrutura quimica da substancia
enddgena dopa (Figura 1), uma precursora da substancia noradrenalina, cuja
funcdo é atuar nas terminacles nervosas e promover vasoconsiricdo. Com um
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grupo metila a mais gue dopa, a-metildopa foi sintetizada e posteriormente

estudada com o objetivo de testar sua atividade farmacoldgica.

dopa c-metildopa

Figura 1. Férmulas estruturais de dopa e a-metiidopa

A Figura 2 indica a formula estrutural de o-metildopa (Massa molar =
238,24 g mol” na forma sesquiidratada; 211,22 g mol” na forma anidra) e também
sua formula molecular. Seu nome € 3-hidroxi-g-metilLlirosing, L-0-3-(3,4-
dihidroxifenil)-2-metilalanina; L-a-metil-3, 4-dihidroxifenilalaning; acido L-2-amino-
2-metil-3-(3,4-dihidroxifenil) propiénico (The Index Merck, 2001).

CH. H

|

HO—\_ = N CH,

- (Sy(-)alfo-moetil-
3,4-dithidroxifenilalanina

(A) (B) C1oH313NO,

Figqra 2. Férmula estrutural {A) e molecular (B} de a~-metildopa

inicialmente estudou-se a acdo de a-metiidopa como inibidora da enzima
dopadescarboxilase, responsavel pela conversGo de o-metildopa a
a-metildopamina, precursora da noradrenalina. E assim a-metildopa impedia a
formacdo de noradrenalina. Mas estudos posteriores mostraram que o-metildopa
também era descarboxilada pela enzima dopadescarboxilase, @ convertida até
o-metiinoradrenalina, substituindo a noradrenalina, como um falso-fransmissor,

impedindc a acdo da noradrenalina e reduzindo a press&o sanguinea. A Figura 3,
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segundo Patrick (2001), indica a conversdo de a-metidopa até

a~-metiinoradrenaiina.

C CO.H
HO‘MI h HZ\;C( HO——r" ™ CH?_\C/ o
%
no—l_ N cH v o e

(S+(-)-alfa-metiidopa dexcarboxilase affa-metidopamina

dopamina
beta-monooxigenase

OH
H ¥

o H
HO e ™S \c\/’
HO-— | _ NH{ CH

aife-metiinoradrenaling

Figura 3. Conversédo de a-meiiidopa até a-metilnoradrenalina

Segundo Bayliss & Harvey-Smith, a a-metildopa tem uma agéc periférica
mediada pelo sistema nervosc central. Isso foi inicialmente verificade devido &
sonoléncia que a-metildopa provocava nos pacientes.

A forma farmacéutica encontrada para utilizacdo de a-metildopa &
comprimido. Ha varios métodos de analise para guantificaggo de a-metiidopa,
denire eles, a titulagéo (Farmacopéia Brasileira, 1996, USP 25, 2002; European
Pharmacopoeia, 2002; Phatak e colab., 1982; Salem, 1987), especirofotometia
(USP 25, 2002; Farmacopéia Brasileira, 1996; (Berzas e colab., 1997 issopoulos,
1990; Vieira & Fatibelio, 1998; Nevado e colab., 1885; Helaleh e colab., 1997;
Walash e colab., 1985), potenciometria (Athanasioumaiaki & Koupparis, 1984),
cromatografia liquida de aita eficiéncia (Gelber & Neumeyer, 1983; Official
Methods of Analysis of the Association of official Analytical Chemists, 1990;
Metwally & Belal, 1992; Oliveira e colab., 2002; Rona e colab., 1998). Segundo Os
métodos cinéticos com deteccdo especirofotoméirica s8o escassos para
determinacao de a-metildopa (Helaleh e colab., 1998; Milovanovic e colab., 1981).
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No presente trabalho foi proposto um método cinético com deteccéo
espectrofotométrica baseado na reagdc de a-metildopa com ions férricos
iniciaimente complexados com acido salicilico.

1. FARMACOLOGIA DE o-METILDOPA

A o-metildopa & um farmaco anti-hipertensivo que surgiv de um
planejamento racional, ou seja, baseado em conhecimentos do local @ mecanismo
de acdo no organismo e interacdo farmaco-receptor (Korolkovas & Burckhéiter,
1982). A a-metiidopa foi introduzida como inibidor da enzima dopadescarboxilase
{Sourkes, 1954), e seu desenvolvimentic ocorreu alraves de uma substituicdo
isostérica na molécula de dopa, substrato da enzima. Houve substituicdo do atomo
de hidrogénio ligado ao carbono alfa da dopa por um grupo volumoso, o metilico.

Sourkes em 1954 pesquisou a atividade de a-metiidopa de inibir a enzima
dopadescarboxilase, & assim permitir o inicio de uma relacdo de g-metildopa com
suas propriedades anti-hipertensivas (Oates e colab., 1960). Na verdade, Sourkes
realizou experimentos “in vitre” que caracterizaram uma ac¢lo bifasica de
a-metiidopa, ou seja, a uma concentracdo em tomo de 10 mol/L de a-metiidopa,
a enzima & inibida completamente, e com baixas concentragdes (107 a 10° mol/L)
a enzima € ativada. As misturas para a determinacdo da atividade enzimatica de
dopadescarboxilase consistiam de uma quantidade de substrato df-dopa
resultando numa concentracdo de 0,004 mol/l, 200 mg de extrato renal como
fonte enzimatica, e determinadas guantias (10° a 10° mol/L) do possive! inibidor
di-a-metildopa. O extrato renal foi fortalecido com excesso de fosfato de piridoxal,
gue além de ser uma coenzima favorecendo a atividade de dopadescarboxilase,
também, comprovado por experimentos, reage ndo enzimaticamente com dopa &
com o-~-mefildopa, com esta Uitima numa proporgcao bem menor. Um experimento
revelou gue numa concentragdo até 10™ mol/L de dopa, todo fosfato de piridoxal
reage com dopa & o produto final ndo exerce efeito inibitdrio na atividade de
dopadescarboxilase. Apesar da utilizagdo de uma mistura de isGmeros D- ¢ L- de
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dopa, Sourkes declarcu que somente o isbmeroc L- & descarboxilado. Com ¢
experimento a inibicdo enzimatica correspondeu a 71% com 1,0 x 10 mol/L. de
a-metildopa, e a 98% com uma concentragdo de 5,0 x 10° mol/L.

Segundo Sourkes, por outro lado, 0 mecanismo da ativagdo enzimatica néo
esta claro. Como o-metiidopa também reage, numa velocidade menor do qus
dopa, com & coenzima fosfaio de piridoxal, pode-se explicar porgue baixas
guantidades de o-metiidopa ativam a dopadescarboxiiase e concentragbes
maicres a inibem. Quanto mais o-metildopa ha na mistura, menos coenzima terd
para se ligar com 2 enzima, € a taxa de descarboxilagdo € diminuida. Ao contrario,
guanto menos a-metildopa, mais coenzima fosfato de piridoxal hé para aumentar a
glividade de dopadescarboxilese. Mas Sourkes fentou demonstrar gue
g~-metildopa ndo inibe devide 4 combinacdo com fosfato de piridoxal: a laxa de
combinacdo ndo é suficienternente rapida, exceto para conceniractes em tormo de
10™ mol/L de a-metildopa, para remover quantias significativas de coenzima da
descarboxilase; a inibicdo persiste até mesmo na presencga de alta concentracéo
de fosfato de piridoxal;, a quantia de fosfato de piridoxal que sobra na mistura de
reacac depois do experimento de inibicgo é independente da concentrag@o do
inibidor.

1.1. Testes “in vivo” para verificar a acdc de a-metildopa no
organismo

Qates e colab. associaram a acdo inibitdria da enzima L-aminoacido-
aromatico descarboxilase no homem por acdo de di~u-metildopa e conseqlente
reducio da biossintese das aminas serotonina, triptamina e tiramina com redugéo
da presséc sanguinea em pacientes hipertensos. O efeito sedativo tfransitério
interiigou o papel das aminas na funcdo cerebral. Nos experimentos a-mefildopa
foi administrada em pacientes hipertensos, cralmente, em periodos de 7 a 28 dias,
inicialmente com dose dnica de 2,0 a 8,0 g por dia, e depois em intervalos de 8
horas. Verificaram que a reducéo da press@o na posicdo ereta ocorreu em todos
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os casos, e foi maioria na posicéo deitada. Sintomas como sedagdo, tranglilidade
ou fadiga foram observados por um periodo de 24 a 72 horas apés inicio do
tratamentc com a-metildopa e duraram no méximo 72 horas.

Para comprovar a aggo inibitdria da enzima L-aminoacido-aromatico
descarboxilase por di-o-metildopa, foi investigada a descarboxilagge dos
aminoacidos S-hidroxtriptofano, tirosina e friptofano através de andlise das
respectivas aminas seroionina, liramina e triptamina, na urina dos pacientes.
Primeiramenie os pacientes receberam o aminoécido precursor. Apds coletas das
urinas, que ocorreram por 8 horas, os pacientes receberam o-metildopa em doses
de 2 g diariamente por dois dias. Duas horas apds a dltima dose, 0s pacientes
receberam novamsnte os aminoacidos e urinas foram novamente coletadas. De
acordo com o0s resultados © teor das aminas presentes nas urinas, apds
administracéo de a-metildopa, diminuiu (Oates e colab., 1960).

Mas essa diminuicdo pode ter ocorrido porque a propria a-metildopa pode
estar sendo descarboxilada pela enzima, como mostraram Porter & Titus num
teste “in vivo’ em ratos através da deteccdo de C'*0, no ar expirado apés
administraggo de o-metildopa-carboxil-C'* e da excrecdo urindria de
o-metildopamina ap6s administracgo de o-metildopa. Foi mostrado que
o-metildopa é um substratc para 2 enzima descarboxilase embora seja
consideravelmente menos descarboxilada “in vitro” do que dopa {cerca de 1/100}
(Stone & Porter, 1967).

Até entdo acreditava-se que diu-metildopa era um potente inibidor da
enzima dopadescarboxilase e agia como antihipertensivc porgue impedia a
formacéo de noradrenalina (Cannon e colab., 1962).

Mais um experimento foi realizado para verificar o efeito de di-a-metildopa
contra a hipertensdo avancada e maligna (Cannon e colab., 1862). Os pacientes
com presséo sanguinea alta e complicagbes renais ou retinais evidentes foram
classificados como hipertens@o avangada, enguanto gue os hipertensos com
papiledema como hipertens@o maligna. A medicacdo foi administrada oralmente
em doses de 0,25 a 8,0 g por dia distribuidas em 2 a 4 vezes. Dos 33 pacientes,
31 apresentaram queda da press8oc arlerial na posicBo deitado, e mais
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marcadamente na posicéo ereta. Os dois pacientes que nao apresentaram queda
tinham sofrido simpateciomia toracolombar bilateral (retirada de alguns nervos
simpaticos desta regifo da coluna vertebral), e assim néo responderam a droga. A
acao foi geralimente lenta e ocorreu apés 2 a 4 horas com durac8o de 6 a 8 horas.
Em alguns pacientes a agdo maxima ocorreu apds o segundo dia de tratamento.
Segundo Cannon & colab., a presenca de insuficiéncia renal grave influencia na
resposta 2 o-metildopa em pacientes sensiveis a esta droga, pois individuos
sofrem avancos na insuficiéncia renal com ¢ usc de oa-metildopa, e isso fol
verificado por haver retardamento da excregdo renal da droga. Qito dos doze
individuos com hipertensdo maligna morreram em uremia (intoxicacdo resultante
de insuficiéncia renal), durante o tratamento, indicando que a-metildopa deve ser
administrada em doses bem menores para este {ipo de paciente. Casos de
tolerancia & droga foram relatados, um com hipertens@o grave apds 7 meses de
tratamento e o outro com hipertens@o maligna apds 11 meses de {erapia, e, com
iss0, as doses fiveram que ser aumentadas. A ioleréncia significa que 2 dose
utilizada da droga ndo esta sendo suficiente para desencadear uma acao
farmacolégica.

Neste artigo foi relatado que a excrego urindria do maior metabdlito de
noradrenalina € adrenalina, que é o acido 3-metoxi-4-hidroxi-mandélico, deveria
diminuir com © usc de o-metildopa, j& que esta é uma inibidora da
dopadescarboxilase impedindo a producio de noradrenalina e adrenalina. No
entanto verificaram gque néo houve reducéio gritante na excrecio deste metabdlito,
néo cobtendo evidéncias de que o efeito farmacoeldgico da droga no homem seja
devido 2 inibicdo da sintese de noradrenalina. Além disso, analogos de
a-metildopa, gue “in vitro” possuem atividade muito grande de inibigdo da enzima
decarboxilase, apresentaram pouca acac antihipertensiva em estudos com
humanos {Cannon e colab., 1862; Hardman & Limbird, 1996). Segundo Stone &
Porter (1967), a inibicdo da dopadescarboxilase por a-metildopa néo é suficiente
para produzir a reducdo de concentrac@o de noradrenalina tecidual.

Talvez, 0 composto apresente outro mecanisme de acdo, como fazer parie
do sistema de biossiniese e ser convertido em oufra substancia, tais como
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o-metildopamina ou a-metiinoradrenalina. Talvez, possa também modificar a
estocagem, liberaggo, ou atividade da noradrenalina enddgena (Cannon e colab.,
1962}

A noradrenalina existe em maior guantidade do gue a adrenaling nas
terminactes nervosas € possui acdo vasoconstritora com pouco efeito sobre o
coracdo. Portanto, um controle na produc@o ou liberac8o de noradrenalina pode
resultar num controle da pressBc sanguinea alta. Com isso Pfister e colab.
testaram derivados da dops, como o-metildopa, que poderiam interferir
competitivamente com a biossintese de noradrenalina.

A biossintese resuitando na adrenalina envolve vérias etapas, como mostra
a Figura 4 (Hardman & Limbird, 1986}
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Figura 4. Etapas da biossintese enzimatica da dopamina,
noradrenalina e adrenalina

A hidroxilacdo da tirosina € ativada apds estimulac@o dos nervos
adrenérgicos ou medula supra-renal. Dopa é formada e sofre agdo da enzima
dopadescarboxilase resultando na dopamina. Estas duas etapas ocomrem no
citoplasma das celulas nervosas. Em seguida, a dopamina é transportada para
vesiculas de armazenamento conterkdc a enzima dopamina B-hidroxilase,
produzindo a noradrenaiina. E na medula supra-renal que a noradrenalina
armazenada nas vesiculas das células sai dessas vesiculas, @ metilada a
adrenalina no cifoplasma pela enzima feniletanolamina-N-metiltransferase, ¢ a
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adrenalina produzida retorna as vesiculas até que seja liberada. Nos adulios, a
adrenalina constitui cerca de 80% das catecolaminas da medula supra-renal. Por
outro lado, as células que ndo possuem a enzima feniletanolamina-N-
metiltransferase permanecsm com as vesiculas armazenando noradrenalina.
Outro estudo com humanos foi relatado, em gue pacientes hipertensos
receberam o-metildopa em doses iniciais de 250 mg (Bayllis & Harvey-Smith,
1962). Dos vinte pacientes, somente um, gue apresentava hipertensdo maligna,
nao apresentou resposta satisfatdria com o medicamento. Quatro pacientes
desenvolveram resisténcia e tiveram as doses aumentadas da droga. Neste artigo
foram apresentadas algumas vantagens de o-metildopa:
¢ Reduz a presséo sanguinea tanto na posicéo deitada guanto na ersts;
¢ N&o provoca, normalmente, o incdmodo de uma hipertenséo postural
sintomatica, e nem faz a pressfio sanguinea cair excessivamente sob
esforco;
» Quando a resposta é satisfatoria, é estéavel e ndo associada com
flutuacGes repentinas na pressao sanguines;
Com isso a-metildopa é usada com muito sucessc em casos de isquemia
cardiaca e hipertens&o (Bayllis & Harvey-8mith, 1962).
Mas também a o-metildopa apresentou desvantagens como:
e N&ao apresentou efeito significativo em um paciente com hipertenso
maligna, mesmo aumentando a dose;
e Alguns pacientes apresentaram tolerancia a droga, visto que o inicio do
tratamento foi satisfatério;
e Sonoléncia foi apresentada pela maioria dos pacientes, principaimente
nos primeiros dias de tratamento e quando a dose era aumentada;
e Uma outra desvantagem & a quantidade de doses que devem ser
administradas por dia, que chegam a ser de 3 a 4 vezes, & necessitando
em alguns casos de um diurético (Bayllis & Harvey-Smith, 1962).
Sobre 0 modo de agdo de a-metildopa, ainda néo estava claro até inicio de
1960. A bradicardia e a hipotensdo postural em aiguns casos sugeriam bloqueio
dos impuisos simpaticos. Em animais, a inibicdo da descarboxilacdo é somenie
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temporaria apds uma Unica dose de a-metildopa, e no entanto, 2 noradrenalina
estocada nos tecidos permanece esgotada por varios dias (Bayllis & Harvey-
Smith, 1962). Nesse caso, indica que poderia haver outra substancia no lugar da
noradrenalina.

A sonoléncia desenvolvida em muitos pacienies sugere que a o~-metildopa
tenha acéo central. Porém, é uma sonoléncia temporaria com um efeito hipotensor
continuo (Baylliis & Harvey-Smith, 1982). Foi afirmado que a perda de
catecolaminas cerebrais n8o € a causa da sedacdo apresentada. A acéo sedativa
de a~-metildopa ja foi utilizada em tratamento de esquizofrenia, com reducio dos
sintomas, mas com aumento no indice de depressdo (Sourkes, 1965).

Em 1963 foi declarado que a atividade hipotensora de 3-(3,4-dihidroxifenil}-
2-metilalanina {a-metildopa) residia no isémero Slico com a rotacdo negativa,
ia]f ¢ {c 2, HCI 0,1 mollL) (Tristam e colab., 1963). E L-u-metiidopa foi
introduzida na terapéutica com o nome de “Aldomet’.

Também em 1963, tentaram expiicar o modo de agdo de a-metildopa no
alivio da hipertens&o. De acordo com Day & Rand, é evidente que esta droga
pode ser o precursor de o-metilnoradrenalina no corpo, e esta ser estocada nos
locais de armazenamenic de noradrenalina e liberada como faiso neuro-
transmissor. Devide 2 baixa poténcia de a-metilnoradrenalina ha uma perda de
resposta com a estimulacdo do nervo simpatico, que pode explicar a queda de
pressao sanguinea em pacientes hipertenscs. Foi demonstrado, “in vitro” e “in
vive®’, que o-metildopa & descarboxilada produzindo o-metildopamina, e gue
provaveimente €& possivel que a enzima f-oxidase a converia a
a-metilnoradrenalina. Além disso, foram determinados altos valores de metabdlitos
3-metoxila na urina de pacientes sob fratamento com o-~metildopa, € estes
metabdlitos tinham propriedades dos derivados de o-metilnoradrenalina {Day &
Rand, 1963).

Smirk realizou outro estudo com pacientes utilizando o isdmero levogero de
o~metildopa em doses didrias enire 150 mg 2 2,0 g. Havia 19 pacientes e as

pressdes sistdlica e diastdlica, para posicGes tante deitada quanio erets,
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apresentaram queda apés administragio de L-a-metildopa. Seis pacientes
tiveram suas doses aumentadas devido a toleréncia & droga. Sobre efeitos
colaterais, distlrbios psiquigtricos ocorreram em alguns casos, como depressao,
com descontinuagdo do tratamento com o-metildopa, pesadelos, inicial sonoléncia
seguida por pericdos de insdnia.

Mais um estudo em pacientes hipertensos foi realizade com administracdo
oral de “Aldomet’ com doses didrias de 250 mg a 4,0 g. Dos pacientes, 12 com
hipertenséc maligna apresentando alteragbes na retina com papiloedema,
exsudatos e hemorragias, 57 com hipertens&o benigna, @ 17 com alguma lesao
renal. Os resultados mostraram que dentre os pacientes com hipertens&o maligna,
um morreu Com uremia, um parou o iratamento pois apresentava febre ha 5
semanas, & 0s oulros dez tiveram a presséo bem conirolada. Os pacientes com
hipertens&o renal apresentaram melhora na presséo arterial, sendo que alguns
foram firatados pela combinagdc com um diurético, potencializando o efeito
hipotensivo. Todos os pacientes com hipertens@o benigna apresentaram bons
resultados com a-metildopa (Hamilion & Kopelman, 1963), e 55% dos pacientes
apresentaram tolerancia a droga, necessitando de aumento da dose para manter
um efeito hipotensivo uniforme.

Sobre efeitos colaterais, a maioria dos pacientes apresentaram sonoléncia
apenas nas primeiras 48 horas de tratamentc. Trés apresentaram depressac
mental, vinte e seis ganharam peso nos dois primeiros meses, e um desenvolveu
faiha no ventriculo esquerdo melhorando com auxilio de um diurético. A retencao
de fiuido também foi verificada, podendo, segundo Hamilion & Kopeiman,
contribuir para ¢ desenvolvimento de tolerancia a droga, que ocorreu naqueles
pacientes que mostraram aumento de peso, e gue pode ser superado com auxilio
de diuréticos. Por fim, trés pacientes desenvolveram diarréia, que diminuiu com a
reducéo da dosagem didria de a-metildopa.

Em 1963 ainda se buscava uma explicagéo para o efeito antihipertensivo de
L-a-metildopa, pois j& estava clare que néo era devido & inibigio da enzima dopa-
descarboxilase. Day observou que em gatos pré-iratados com reserpina, uma
substéncia que destréi as vesiculas que armazenam noradrenalina e esta é por
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fim degradada, a o-metiinoradrenalina ou seu precursor bioldgico podiam
promover novamente 0 enchimento dos locais de estocagem de noradrenalina nos
tecidos, sendo a a-metilnoradrenaline a amina estocada e conseqientemente
liberada apds uma estimulagdo do nervo simpatico. Assim o-metildopa podia
causar perda do t6nus simpatico agindo como precursor de a-metilnoradrenalina
que podia funcionar como um transmissor menos eficiente que noradrenalina.

Clementi e colab. demonstraram que a-metildopa néo inibia a sintese e
armazenagem de adrenalina e noradrenalina na medula adrenal de ratos, pois
apds destruicdo de catecolaminas adrenais usando reserpina por trés dias, o
armazenamento foi totaimente restabelecido em duas semanas mesmo com uma
administraggo continua de o-metildopa. Esses resultados foram verificados
através de observagfes num microscopio eletrdnico dos granulos de
catecolaminas, gue falvez  correspondessem  aos  granulos  de
c~-metilnoradrenalina.

Outro estudoc mostra a inabilidade de a-metildopa em bloquear neurbnios
adrenérgicos em que cachorros pré-fratados com reserpina ou a-metildopa {200
mg/Kg intra-venosamente), recebendc dose de feniletilamina, um potente
acelerador cardiaco, mostraram reducdo desta aceleragio num mesmo grau por
ambos agentes. Mas apls infus@o de noradrenalina nestes cies, somente
naqueies pré-tratados com reserpina € que houve restabelecimento da resposta a
feniletilamina (Stone & Stavorski, 1963). Segundo Hardman & Limbird (1996), foi
supostc que aminas atuam indiretamenie, apds captacdo nas terminagbes
nervosas adrenérgicas, através do deslocamento da noradrenalina de seus locais
de armazenamento nas vesiculas sinapticas. A seguir a noradrenalina pode sair
da terminagdo nervosa adrenérgica e interagir com receptores, produzindo seus
efeitos simpaticomiméticos. A deplecdo de reservas teciduais de catecolaminas,
que ocorre apds tratamento com reserpina ou degeneracio das terminagbes
nervosas adrenérgicas, explicaria a auséncia de efeito da feniletilamina nessas
condigbes. Assim, pode-se supor a hipétese de Day, pois quem sera liberada das
vesiculas seré a a-metiinoradrenalina, que € menos potente.
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Em 1964 foi publicado um estudo com o-metiidopa administrada
infravenosamente em pacientes hipertensos, na quantia de 2 ou 2,5 g (Onesti e
colab., 1964), em que a gueda da presséo sanguinea foi evidente sugerindo gque a
droga agiu por relaxamento arteriolar periférico. A resposta hipotensora maxima
ocorreu entre 10 e 15 horas apds a administracéo da droga. A acdo sobre a
fregiéncia cardiaca néc apresentou resultados consistenties, pois ora aumentoy,
ora diminuiu. Verificou-se que a resisténcia vascular renal diminuiu, sugerindo uma
acéo favoravel de o-metildopa sobre a circulacao arterial renal, e a utilizaggo em -
potencial em pacientes hipertensos com comprometimento renal.

ingenito e colab. e ingenitc & Procita observaram que introducdo
intravenosa de o-melildopa néo afeta pressdo arterial sistémica, freqléncia
cardiaca e pressdo no preparado do membro traseiro de gatos. E muito dificil
obter efeito hipotensivo em animais ndo hipertensos, ansstesiados e sob injiecdo
intfra-venocsa a nado ser com doses muito alias de cerca de 200 mg de
o—metildopa/kg de peso corpdreo. Pode ocorrer que quantidades significativas da
droga tenham sido removidas da circulaggo antes da quantidade limiar atingir o
cérebro.

Alem disso, a comprometida utilizagdo de g-metildopa em pacientes com
insuficiéncia renal j@ havia side estudada por Cannon e colab.. Cruz e colab.
também verificaram diminuigdo da velocidade de filtragdo giomerular em pacientes
recebendo g-metildopa.

Foi pesquisado também um possivel modo de agdo de o-metildopa no
cérebro. Inicialmente foi verificado que ratos, recebendo diu-metildopa
intraperitoneamente, sofreram uma redugdo na concentrac@o de noradrenalina e
dopamina no cérebro, & foi reconhecido que isso poderia estar ocorrendo ndo
somente pela inibicdo da descarboxilase mas também relacionado & liberacéo das
aminas armazenadas (Sourkes, 1965). A reducdo de dopamina cerebral continuou
com a efetiva concentrag&o de inibidor de descarboxilase {a-metildopa), durou por
2 & & horas & houve rapido restabelecimentc de dopamina. Por outro lado o nivel
de noradrenalina permaneceu reduzido por alguns dias mesmo quando nenhuma
a-metildopa havia side detectada no cérebro (Sourkes, 1965). Segundo Sourkss, a
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inibicgo de dopa descarboxilase ndo era o modo de agéo do ativo a-metildopa,
pois um inibidor de descarboxilase, N-(3-hidroxibenzil)-N-metithidrazina, foi
ulilizado “in vivo™, e ainda permitiu 2 siniese das aminas dopamina e
S-hidroxitriptamina cerebrais, ao contréric de o-metildopa. Era possivel gue
o-metildopa n&o agia mantendo a reducdo dos niveis de noradrenaling, mas como
um precursor que, pela agdo da enzima descarboxilase, formava a-metildopaming,
gue como substrato da enzima dopamina-S-oxidase, resultava na formacio de
ao~metiinoradrenalina. Segundo Sourkes a a-metiincradrenalina age por deslocar
noradrenalina cerebral dos locais de armazenamento, e possivelmente também
assumindo as suas fungdes. Estava reconhecido que a inibigdc de
dopadescarboxilase representava ¢ efeilc de o-metildopa em  diminuir
conceniragbes de serofonina e de dopamina no cérebro, enguanto gque o
esgotamento de noradrenaling tecidual era causado por metabdlitos (aminas) de
a~-metildopa (Stone & Porter, 1967).

Um efeito hipotensivo periférico da a-metildopa mediado centralmente foi
verificado por Ingenito e colab.. A L-u-metildopa foi introduzida, dissolvida em
sangue, numa preparacio de cérebro de gato, tendo controle neuronal reflexo
efou vasomotor sobre a circulagdo corpérea e sobre ¢ membro traseiro
vascularmente isolado do gato. Foram medidas a presséo arterial sistémica e a
freqiéncia cardiaca. Ao terminar 0 experimento, foram retirados ¢ hipotalamo, o
meio do cérebro e a medula oblonga, para andlise de noradrenalina, o-metildopa e
a~metildopamina. Houve queds da presséo arterial sistémica em 5 a 25 minutos
depois que a droga atingiu o cérebro. A queda da fregiiéncia cardiaca n&o tdo
acentuada quanto a press@o arlerial sistémica, foi certamente mediada via
diminuicéo central de atividade simpatica para o coragdo, pois essas preparagbes
foram vagotomizadas para que certos efeitos reflexos sobre a circulagéo e
respiragéc fossem evitados. A droga ndo apresentou efeito sobre a musculatura
lisa da circulag@o cerebral j& que n8o houve aiteragio na press&o da preparacéo
cerebral. Também apbs a administracdo da droga, a resisténcia vascular do
membro traseiro diminuiu 17%. Os niveis de noradrenalina nas partes cerebrais
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analisadas foram muito proximos do controle, indicande que ndc houve
esgotamentc significativo de noradrenalina cerebral. As determinacbes de
o-metildopaming indicaram niveis detectaveis, de acordo com o método analitico
smpregado, somente apts duas horas da administrac8o de o-metildopa, com
maior concentracao no hipotalamo, levando a concluséo que o cérebro foi capaz
de metabolizar o-metildopa para um “falso fransmissor’. Desde que no ha
alteragbes na noradrenalina cerebral dentro do tempo inicial do efeito hipotensivo
mediado centralmente, parece improvavel que ocorra esgotamentc de
noradrenalina ou sua substituicdo por um falso transmissor {ingenito e colab.,
1970). Mas a hipdtese de Day & Rand, em que a hipotenséo seria mediada por
a-metiinoradrenalina formada metabolicamente da a—meﬁi@apa &M Nervos
simpaticos sendo menos ativo gue noradrensaling e agindo como falso transmissor,
néo & descartada, desde que o local de acio seja central,

Ayitey-Smith & Varma a fim de provar que Day & Rand poderiam estar
chegando a conclusbes incorretas sobre a acdo de a-metildopa, que seria através
da produgdo de um falso neurotransmissor simpético fracamente ativo,
investigaram alguns aspectos sobre o assunto através de experimentos com ratos
normais e  imunossimpaticomizados. A  o-metildopa foi injetada
intraperitoneamente. A hipertens8c nos ratos foi provocada pela introdugdo
subcuténea de peietes contendo 40 mg de acetato de desoxicorticosterona e
mantendo os ratos sob NaCl 1%. Os ratos imunossimpaticomizados nédo
desenvolveram hipertens8o e, no entanto, a dosagem de 200 mg/Kg de
a-metildopa baixou a pressao sanguinea. Houve aumento da freqiiéncia cardiaca
em ambos os grupos de ratos, ac contrério do que ocorreu com Ingenito e colab..
Segundo Ayitey-Smith & Varma, os ratos imunossimpaticomizados ndo deveriam
apresentar queda de pressdo arterial se a a-metildopa agisse de acordo com a |
hipdtese do falsc neurotransmissor, e talvez a oa-metildopa possa agir, com
contribuic8o periférica, reduzindo a resisténcia vascular sem reduzir o fluxo
simpatico.

No entanto, a imunossimpatectomia ndo provoca destruicgo completa do
sistema periférico inteiro. Paynter e colab. observaram que ratos
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imunossimpaticomizados exibiram aumento maior sobre a presséo sanguinea
sistdlica, comparada com ratos normais, apds introducdo intravencsa de
noradrenalina e adrenalina em doses de 0,0825 a 0,5 ug. Além disso foi declarado
tambem que ratos imunossimpaticomizados tem prejudicada a capacidade para
obter vasoconsiricdc, e que enquanio 0 animal imunossimpaticomizado € um
excelente modelo para estudar a relac8o entre freinamento fisico e alteracdes nos
componenies cardiacos e periféricos do sistema nervoso simpatico, a
imunossimpateciomia exerce minima influéncia sobre niveis de noradrenalina no
sistema nervoso central e no tamanho e fungdo da medula adrenal.

0O faio de o efeito hipotensivo a-metildopa permanecer em ratos normais
mesmo apds blogueio de o-adrenoceptores usandc uma droga blogueadora,
revela, segundo Ayitey-Smith & Varma, que a-metildopa n&o age por bloguear
o~adrenoceptores. Mas se o-metildopa age no sistema nervosc central, ndo
havera influéncia negativa de algum blogueador periférico.

Com isso a hipdtese de Day & Rand pode ainda prevalecer, sendo gue a
falso neurctransmissor esteja agindo no sistema nervoso central, € ndo no sistema
nervoso periférico como concluiram Ayitey-Smith & Varma.

Baum e cblab. demonstraram a contribui¢do do sistema nervoso ceniral na
resposta hipotensiva de a-metildopa. O experimento ulilizou a-metildopa
oraimente em doses de 12,5, 25 e 40 mg/kg em ratos com hipertenséo renai, e foi
analisada a atividade dos nerves do grupo simpatico lombar. Quanto maior a dose
utilizada, maior foi a queda da presséo sanguinea. A a-metildopa, de acordo com
a medida da atividade do nervo, diminuiu o fluxo simpatico espontaneamente, a
dose alta inibiu 0 aumento da atividade do nervo provocado tanto pela adigdo de
acetilcolina quanto pela asfixia promovida no experimento.

Até entdio eram sugeridos mecanismos periféricos e centrais pelo gual a
o-metildopa reduzia atividade simpatica e presséoc sanguinea, embora ainda seja
desconhecida a guestdo sobre qual acdo, ceniral ou a periférica, € a mais
importante.

Bobik e colab. realizaram um estudo com humanos hipertensos em trés
tipos de experimenios. recebendo somente 500 mg de o-metildopa oral,
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recebendo 500 mg de a-metildopa oral dados 30 minutos apds pré-tratamento oral
com 14 g de isoleucina, e seguido por mais doses de isoleucina dadas 2 horas (7
g) e 4 horas (5 g) apds a dose inicial de iscleucina; recebendo 500 mg de o-
metildopa oral mais 200 mg de benserazida & as mesmas doses de isoleucina
dadas como no programa anterior. Foi realizado um estudo com placebo para
comparagies.

A iscleucina € um aminoacido neutro que pode competir com g-metildopa
pelo transporte ativo através da barreira hemato-encefélica. E benserazida é uma
substancia gue inibe perifericamente a enzima dopadescarboxilase.

Sobre a farmacocinética de o-metildopa, foram demonstrados os graficos
da biodisponibilidade com tempo apds administracSo versus concentragdo de
o-metildopa no plasma. Nos trés casos ¢ tempo de meia-vida foi de duas horas, a
isoleucina ndo afetou a biodisponibilidade de a-metildopa e ndo ha efsito aparente
sobre o metabolismo periférico de a-metildopa por dopadescarboxilase, e também
benserazida tem pouco efeito sobre a absorgéo ou eliminacdo de a-metildopa do
plasma.

A excrecdo urindria, acumulada por um periodo de 24 horas, de
a-metildopamina foi de 72 pmol para o-metildopa sozinha, para adicdo de
isoleucina e a-metildopa foi 88 umol, para o-metildopa com isoleucina mais
benserazida foi 18 umol. O usc de benserazida a fim de inibir a
dopadescarboxilase periférica reduziu significamente a excrecdo de
a~-metildopamina indicando que sua producao foi bastante reduzida.

Também foram medidas a excrec@o urindaria de noradrenaling e seus
principais metabdlitos (dcido vaniliimandélico, 3-hidroxi-4-metoxifeniletilenoglicol,
3,4-dihidroxifeniletilenoglicol e normetadrenalina) apresentando reducio de 35%
na excrecio dos metabdlitos apds uma dnica dose de 500 mg de a-metildopa, &
noradrenalina e normetadrenalina n&o tiveram reduc8o significativa. Segundo
Bobik e colab. a reducBo na excrecdc de metabdlitos de noradrenalina (8,8
umoli24 horas) ndc parece ser uma consequéncia da substituicBo de

noradrenalina endégena liberada por a-metilnoradrenalina, visto gue a excrecao
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de a~-metilnoradrenalina e seu maior metabdlito a-metiimetiincradrenaling totalizou
somente 0,86 umol/24 horas apés Unica dose de a-metildopa. A presséo arterial
média abaixou apts administracdo de o-metildopa sozinha durando por sste
horas, e freqliéncia e volume cardiacos nao foram significamente afetados por de
a~-metildopa. Entéo a gueda da pressao foi devido, segundo Bobik e colab., &
reducdio na resisténcia periférica total medida em mmHg L™ min.m?, efsitc que
comegcou com uma hora apds a administracdo de o-metildopa e persistiu por sete
horas.

Na administracdo de isoleucina com a-metildopa, a excrecdo de
noradrenalina e seus metabdlitos aumentou para 22,7 umol/24 horas, significando
um antagonismo de 80% na reducdb da excrecdo de noradrenalineg e seus
metabdlitos. Este antagonismo provavelmente & devide a inibicdo competitiva pelo
transporte de o-metildopa através da barreira hemato-encefalica. Mas isoleucina
tem pouco efeito sobre a excrecdo de o-metiinoradrenaline e de
c-metiimetilnoradrenaling, que totalizou 0,85 umol/24 horas. Adminisirac@o de -
isoleucina com a-metildopa apresentou menor queda da presséo arterial média e
da resisténcia periférica total, sendo que a press@o na posicdo deitada tendeu &
queda apos sete horas da administracdo de a-metildopa. Esses resultados apdiam
a idéia de que grande parte do efeito hipotensivo da a-metildopa é devido & sua
acéo dentro do sistema nervoso central. E que uma pequena quantidade de
o-metildopa tem uma acao periférica visto que os 10% de noradrenalina e
metabdlitos que s&0 excretados, pode ser devide a inibicdo da liberagéo pré-
sinaptica de noradrenalina.

No caso de benserazida no experimento, houve aumento também na iotal
excrecdo de noradrenalina e seus metabdlitos para 21,3 umol/24 horas,
comparado com 16,7 umol/24 horas apés o-metildopa sozinha. Houve queda da
pressao também apos sete horas da dose de a-metildopa, e parte desta queda
pareceu ser mediada pela pequena reducdo na resisténcia periférica fotal. O
volume cardiaco permaneceu inalterado.
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Bobik e colab. inspecionaram sobre os efeitos cardiovasculares de
o~-metildopa relacionados & noradrenalina e  metabdlitos como
o~metiinoradrenalina em alguns pontos contendo neurdnios adrenérgicos da
medula espinhal de coelho. isso porgue & sra estabelecido que redugdes na
atividade simpaiica, press&o sanguinea e fregléneia cardiaca como
conseqiéncias da administracdo de o-metildopa eram devido a mecanismos
centrais. A a-metildopa foi introduzida ora intracisternalmente (na cisterna magna
dentro do sistema nervoso central) ora intravenosamente {veia ceniral do ouvido).
Os indices de noradrenalina e de a-metilnoradrenalina foram determinados em
cinco areas contendo grupos de células adrenérgicas dentro do sistema nervoso
central. Demonsiraram que enire itrés e oitoc horas apds administragio
intracisternalmente de o-metildopa, quando os efeitos sobre a presséo sanguinea
foram maximos, grande guantidade de o-metilnoradrenalina tinham sido
biossintetizadas em trés grupos de células adrenérgicas, e quantia de
noradrenalina havia reduzido durante este tempo. Numa outra drea, o indice de
noradrenalina foi transitbrio, ac passo que na outra ndo foi afetado, e foi concluido
que nessas duas regibes a-metildopa ndo exerce seus efeitos cardiovasculares.

Notaram que as duas diferentes vias de administracdo promoveram um
metabolismo diferente nos grupos celulares estudados. Por exemplo, na area em
que a-metildopa n&o afetou o indice de noradrenalina pela via intracisterna, pela
intravencsa, noradrenalina foi reduzida 70% e o-metiinoradrenalina a maior
catecolamina presente.

Acredita-se que o-metildopa exerce seus efeitos cardiovascuiares por
aumentar a atividade nos neurdnios da regi&o bulboespinhal por dois mecanismos:
a o-metildopa poderia, indiretamente através da o-melildopamina ou da
a~metiinoradrenalina, desiocar a noradrenalina de seus locais de armazenamento,
facilitando sua liberac@o na fenda sindptica, isto podendo ativar ap-adrenoceptores
pés-ganglionares; ou a grande guantidade no indice de catecolaminas, devido 2
a-metiinoradrenalina biossintetizada, poderia saturar os locais de armazenamento
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e serem liberadas na fenda sinaptica ativando receptores pés-ganglionares nos
locais especificos dentro do sistema nervoso ceniral.

Das regides estudadas, o nicleo do tracto solitario fol 0 mais provavel para
a o-metiinoradrenalina exercer os efeifos sobre press@o sanguines e freqiéncia
cardiaca. Os efeitos das duas vias de administragdo foram similares, sendo que
apGs trés horas, o-metilnoradrenalina estava presente em maior quantidade, &
noradrenalina foi reduzida 50 a 70%.

De acordo com Bobik & colab. muitas hipbteses sobre como a-metildopa
exerce o efeito hipotensive em humanos tém sido derivadas, em sua grande parte,
de experimentos com animais {Stone & Porter, 1967; Day, 1963; Clementi e
colab., 1963; Stone & Stavorski, 1983; Sourkes, 1965; ingenito e colab., 1970;
ingenito & Procita 1977, Ayitey-Smith & Varma, 1970; Baum e colab., 1872).

1.2. O que se conclui sobre a a-metildopa na década de 1930

Na literatura a partir da década de 1990 encontra-se que a a-metildopa tem
efeito diretc sobre o sistema nervoso simpatico e diminui resisténcia vascular
periférica (Guneng e colab., 2002). A bula de “Aldomet” (P.R. Vade-Mécum, 2001)
informa que a capacidade de inibir dopadescarboxilase & depletar a noradrenaiina
dos tecidos animais € atributo somente do L-isdmero de a-metildopa. De acordo
com Hardman & Limbird a o-metildopa é um agente anti-hipertensivo de acdo
central, age como pré-droga (farmaco cujo metabdlito exerce agdo farmacoldgica),
é metabolizada em oa-metiinoradrenalina no cérebro e acredita-se que esse
metabdlito seja capaz de ativar os receptores az-adrenérgicos centrais e de baixar
a pressao arterial.

Os receptores op-adrenérgicos localizados nas terminacbes nervosas pré-
sinapticas desempenham funcdes importanies na regulagdo da liberacdo dos
neurotransmissores pelas terminagbes nervosas simpdticas nos sistemas
nervosos central e periférico, como inibir liberag&o de noradrenalina. Nos tecidos

periféricos, os receplores op-adrenérgicos poés-sindpticos sdo encontrados nas
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células musculares lisas dos vasos sanguineos e outros drgdos {onde hé
contracao), adipdcitos e células epiteliais secretoras.

‘ No inicio a g-metildopa foi sintetizada como um analogo da dopamina com
a intencdc de inibir competitivamenie a enzima aminodcido-L-aromatico
descarboxilase, catalisadora da biotransformacéo da levodopa em dopamina. Ou
seja, como antagonista competitivo da levodopa. O fato desse farmaco inibir tal
enzima em seres humanos ndc explica a queda da pressdo sanguinea. Foi
descoberto que a a-metildopa € metabolizada pela enzima descarboxilase do
aminoacido-L-aromatico nos neurdnios adrenérgicos formando a o-metildopamina,
que por acdc da enzima dopamina-B-oxidase €& convertida em
o-metilnoradrenalina. Esta é armazenada nas vesiculas secretoras dos neurdnios
adrenérgicos agindo como a noradrenalina, e é liberada como se fosse o
verdadeiro neurotransmissor. Assim 2 o-metil noradrenalina atua no cérebro
inibindo ¢ efluxo neurconal adrenérgico no tronco cerebral, resultando numa acéo
anti-hipertensiva (Hardman & Limbird, 1996). Segundo essa literatura, é provavel
gue a a-metiinoradrenalina atue como agonista o no tronco cerebral diminuindo ¢
efluxo dos sinais adrenérgicos vasoconstritores para ¢ sistema nervoso simpatico
periférico.

Aginde nos receptores op-adrenérgicos no ftronco cerebral, a
o-metilnoradrenalina e talvez outros metabdlitos da a-metiidopa, promovem outras
reacbes além da reducdo da presséc sanguinea. Inibem os centros responséveis
pela vigildncia e estado de alerta resultando numa transitéria sedacio, podem
diminuir a energia psiquica e levar & depressao, inibem os centros bulbares que
controlam a salivagdic e a pessoa pode apresentar secura na boca, outros
sintomas s&o diminuigdc da libido, sinais parkinsonianos, hiperprolactinemia, e
bradicardia grave até parada sinusal em individuos com disfuncdo do nodo
sinuatrial (Hardman and Limbird).

Efeifos n&o provocados devido a acdo farmacoldgica incluem
principalmente hepatotoxidade, que é reversivel apds o tratamento, e anemia
hemolitica apresentando teste de Coombs positivo obrigando a interrupcdo do
tratamento com a-metildopa {(Hardman and Limbird, 19686).
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1.3. Agdo de a-metildopa sobre hipertrofia ventricular esquerda

A o-metildopa foi testada com intuifo de reverter hipertrofia ventricular
esquerda em pacientes hipertensos. O tratamento com antihipertensivo incluiu
utilizacao do diurético hidroclorotiazida devido & necessidade pela presenca de
uma hipertens@o grave. Foram utilizadas doses de 500 a 750 mgfdia de
a-metildopa (doses mais baixas do que um tratamento convencional de
hipertens8o) a fim de diminuir a massa ventricular esquerda. Quatro dos dez
pacientes apresentaram resultados satisfatérios na redugdo da hipertrofia
veniricular esquerda no final de 36 semanas, embora sem alteragfes significativas
na pressdo sanguinea com esse tipo de tratamento (Fouad e colab., 1982).

1.4. Metabolismo de o-metildopa no organismo e interferéncias
devido ao uso concomitante com sulfatos e ferro

Segundc Campbeli e colab., o maior metabdlitc de a-metildopa & a sua
conjugacde com sulfato catalisada por fenol sulfotransferase, sendc que a
O-metilac@o pela catecol-O-metiltransferase e a descarboxilacéo pela aromético
L-aminodcido descarboxilase sdo caminhos menos importantes para a sua
biotransformacéo. O metabdlito a-metildopamina também pode sofrer conjugacéo
com sulfato. E dito que a porcentagem de a-metildopa e «-metildopamina
excretadas ligadas com sulfato diminui quando a dose de a-metildopa aumenta, e
isso devido as variacbes na disponibilidade do doador de sulfato
(3’ -fosfoadenosina-&'-fosfosulfato) para a reacdo da fenil sulfotransferase.

Campbell e colab. destinaram seus experimentos & verificacdo se sulfato
inorganico oral poderia alterar o metabolismo de doses clinicamente utilizadas de
o-metiidopa. Foi enconirade que a utilizagdo de suifato de sddio junio com
o-metildopa aumenta a quantidade de metabdlito sulfato de a-metildopa excretado
na urina em 32%, diminui a excrecdo de c-metildopa livre em 35%, & ndo hé
alteracBo  significativa nas porcentagens dos metabdlitos urindrios
a-metiidopamina e 3-O-metiimetildopa.



apitulo 1 - Introducéo 1. Farmacologia de g-metildopa 24

O aumento da sulfatagic de a-metildopa pode ser devide ao aumento da
disponibilidade de 3'-fosforoadenosina-&'-fosforosulfato ou & diminuicdo da
asbsorco da droga. A relacdo entre guantidades de o-metildopa e
a-metildopamina excretadas como conjugados com suifato indicam que a ingestéo
de sulfato de sddio diminui a absorcdo de a-metildopa e aumenta a proporgéo de
droga conjugada com sulfato com diminuicdo da a-metildopa livre excretada. O
fato da disponibilidade de 3'-fosforoadenosina-5'-fosforosulfatc ser aumentada
focaimente no intestino ou no figado na presenca de sulfato inorganico, assim
como diferengas na atividade da enzima fenolsulfotransferase, € que séo
responsaveis pelas variacfes individuais na sulfatacdo. Com diminuicdo da
absorggo de a-metildopa ocorre também diminuicio na saturacdo sobre a enzima
fenolsulfotransferase com conseqlente aumento da sulfatacée de o-metildops e
c-metildopamina.

Um fator muito importante que poderia ser verificado é se a utilizagéo
concomitante de sulfato de sddic {poderoso jaxante em doses grandes) ou sulfato
ferroso (casos de anemia ocu em sua prevencdo) pode provocar alteragdes no
controle da press&o sanguinea em pacientes tratados com a-metildopa.

(Greene e colab. também verificaram que a administracdo de sulfato ferroso,
antianémico bastante utilizado inclusive para mutheres gravidas, concomitante
com o-metildopa, interfere na absorcdo desta devido & presenca dos ions
ferrosos. O que ocorre € que em condigdes aerdbicas, ions ferrosos sofrem
autoxidacdo na presenca de agentes quelantes fortes como as catecolaminas, e o
grupamento catecol se liga aos ions férricos formando complexos. E esta reacéo é
fortemente favorecida no pH entre 4 @ 8. No entanto, sob condi¢cbes acidas (pH 2-
5), os ions férricos sofrem uma reacgdo redox interna com catecol, e retornam a
ions ferrosos.

De acordo com a Figura 5 abaixo, nesse ciclo redox, grande guantidade de
anion superdxido & produzida, e que na presenga de ions ferrosos é rapidamente
convertido ao radical hidroxila (exiremamente tdxico para o organismo). Em pH
acide, & formado complexo verde entre a-metildopa e ferro (1) na proporgéo 1:1,
que sofre reagao redox para formar a quincna e o ion ferroso. Em pH em torno de
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2, a autoxidag@o para fons ferroso é baixa. E indicado que o ciclo redox ocorra no
estdbmage, e que dependende do tempo que o-metiidopa permanece no
estbmago, uma considerdvel porcBo pode estar sendo convertida 2 inativa
quinona. Em pH > 8, que corresponde as porgbes intestinais jejuno e duodeno,
cada ion férrico se liga a duas moléculas de o-metildopa. Esse complexo é

altamente carregado, peso molecular em tormo de 500, e € pobremente absorvido
pelo intestino (Greene e colab., 1990).
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Figura 5. Reacdo dos ions ferroso e férrico com a-metildopa
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Com isso, a ingestdo de ferro no tratamento com o~-metildopa, prejudica o
aproveitamento do antihipertensivo, pois impede sua absorgcdo méxima.

1.5. O uso de a-metildopa durante a gravidez

E também discutida a imporiéncia do usc de a-metildopa em hipertenséo
durante a gravidez, um fator de risco tanto para 2 mée quanto para o bebé, poIs 08
dois correm risco de vida, parto pré-maturc ou retardamento no crescimento fetal.
Hamilton & Kopelman (1963) trataram dois casos de hipertenso na gravidez.
Num deies, ¢ feto morreu nove dias apds inicio do tratamento com o-metildopa, na
paciente gravida, de uma hipertens@o grave, na 13° semana de gravidez com
exsudato (extravasamento de plasma) & hemorragia retinal (devido 2 grande
press&o na retina ocular). No outro caso, a presséo da mée foi controlada com
a-metildopa até o nascimento da crianga por cesarea.

Smith & Piercy relataram um caso de hepatotoxicidade na mulher gravida,
que teve inicio apds trés semanas de tratamento com o-metildopa a fim de tratar
uma hipertensao. Embora a-metildopa seja considerada ter uma ampla margem
de seguranca, esta mulher apresentou alteraces nos niveis de aminotransferase
ne sangue e também prolongamento do tempo de coagulaco. Os sintomas foram
resolvidos ao cessar o fratamento com a-metildopa.

Ei-Qarmalawi e colab. verificaram que 18,5% das gravidas do seu
experimento, utilizando o-metildopa para tratar a hipertensdo, apresentaram
proteinuria até o parto, 68% apresentaram queda significativa na presséo
sanguinea, e varias pacientes necessitaram de parto induzido e cesdrea urgente
devido & press&o sanguinea ndo controlada. A a-metildopa é a droga mais antiga
para hipertensdo durante a gravidez. Sua exposicdio no (tero nic afeta o
crescimento do feto e seu desenvolvimento. Mas as principais desvantagens sdo
um atraso no inicio da acdo, sonoléncia, depressao, retencac de liquido e
congestéo nasal. Pode causar anemia hemolitica, lupus eritematoso sistémico e
problemas hepaticos.
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Segundo Gunenc e colab. o-metildopa € um dos antihipertensivos mais
usados em pacientes gravidas com hipertensdo e tem efeito direto sobre o sistema
nervoso simpético e também diminui o espasmo vascular periférico. Glneng e
colab. verificaram que o-metildopa em gravidas hipertensas ndo afetla resisiéncia
vascular fetal mas diminui a resisténcia da artéria uterina, podendo melhorar a
oxigenacao & nutricio fetal com progresséo do crescimento fetal.

1.8. Farmacocinética de a-metildopa

Sobre a farmacocinética, a-metiidopa & absorvida, em parte, no trato
gastrintestinal através de um transportador de aminoacidos neuiros (Campbell e
colab., 1985). O tempo de meia-vida € de 2,0 horas; clearance renal é de 107435
mbl/min. A biodisponibilidade absoiuta é de 42%.

Os metabdlitos medidos na urina apds administracdo oral e intravenocsa de
250 mg de o-metildopa somam 27% e 17%, respectivamente. Sulfaio de
o~-metildopa € o metabdlitc mais abundante, 20,1% apés uma administragcdo oral e
6,7% apbs uma administragdo intravenosa de a-metiidopa, sugerindo, segundo
Skerjanec et a, um significante metabolismo pré-sistémico no intestino. Isso indica
que a sulfatac&do ocorrida no intestino, contribui para a parcial absorcéo de a-
metildopa. £ a enzima responsavel por essa conjugacao esta presente em grande
quantidade no intestino, com maior atividade na mucosa do jejuno.

Vinte & quatro horas apdés uma dose oral de o-metildopa, as seguinies
quantidades s&o excretadas na urina {Tabela 1):
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TABELA 1. A o-METILDOPA E SEUS METABOLITOS (MEDIA + DESVIO
PADRAO) EXCRETADOS NA URINA APOS 24 HORAS DA DOSE
ADMINISTRADA DE «-METILDOPA (EXPRESSO EM % DA DOSE}

Espécie Dose intravenosa Dose oral
o-metildopa 39,8+8,7 15,116,6
Sulfato de a-metiidopa 8,7+5,3 201+5,7
w-metildopamina 7+1.6 4,1+1,8
Sulfato de 3,5+1.9 2,610,9
a-metiidopamina
Total §1,516,8 45,3+12,8

Fonte: Campbeli e colab., 1895.
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2. SINTESE DE o-METILDOPA

A primeira sintese de o-metildopa foi realizada, em 1855, por Pfister e
colab.. De acordo com a Figura 6 {pagina 35), ha dois caminhos para a producio
da forma racémica de a-metildopa partindo de 3,4-dimetoxifenilacetonitrila, sendo
um via 3,4-dimetoxifenilaceiona, hidantoina & a~-metil-3,4-dimetoxifenilalaninag com
rendimento de 32,2%, € oulro via 3 4-dimetoxifenilacetona, aminonitrila & a-metil-
3-hidroxi-4-metoxifenilalanina com rendimento de 3,1%.

O produto da sintese de o-metildopa demonstrada por Pfister e colab.,
necessita de uma resolucao Slica porque o isdmero (R)-(+) biclogicamente inativo
é produzido & disponivel em igual quantidade com o componente ativo, {S)-{-)-a-
metildopa (Slates e colab., 1963).

Esta afirmacao foi baseada em Tristam e colab., que demonstraram que a
atividade hipotensora de o-metiidopa (8) reside no isémero dtico com a rotagdo
negativa, [} -4° (¢ 2, HCI 0,1 moi/l.}) e que tem configurag3o S.

Para produzir (S)~(-)-a-metildopa, Tristam e colab. desenvolveram duas
maneiras. A primeira seqiéncia de reagbes para a resolugéo de a-metildopa esta
esguematizada na Figura 7 {pagina 43), a partir do intermediario § da sintese de
Pfister e colab. (1955}, utilizando (-)-feniletilamina para resoiver 8 e rendendo 22,5
%. A segunda, de acorde com a Figura 8 (pagina 47), ocorre a partir da propria di-
c~-metildopa, utilizando (-)-quinina para resolver 11 e apresentando rendimento de
31,2%. |

(R)-{+)-o~-metiidopa gque é formada na mistura racémica de a-metildopa
apresentada por Pfister e colab. e obtida através das etapas de resolugdo, pode
ser utilizada para sintetizar o composto precursor 3 e ressintetizar a mistura
racémica véarias vezes, a fim de aumentar a quantidade obtida de (-}-a-metildopa.
Siates e colab. converteram (R)-(+)-a-metidopa no seu precursor
3,4-dimetoxifenilacetona (3) como mostra a Figura 9 (pagina 51), com rendimenio
de 82,3% . A partir do precursor {8)-{-})-8 de (8)-{-}-a-metiidopa, também pode-se
produzir 3, e render 8,4% (Figura 10, pagina 55). Slates e colab., partindo de um
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composto derivado de g-metildopa, o triacetalo de a-metildopa 11, produziram a
cetona 3,4-diacetoxifenilacetona 16 com rendimento de 75,2% (Figura 11, pagina
58). Forlini e colab. prepararam 3, 4-diacetoxifenilacetona por oxidagéo eletrolitica.

Segunde Reinhoid e colab., a assimetria de (S)-{-)-c-metildopa &
infroduzida na formacdo dos intermedidrios a-aminonitrila ou hidantoina, & a
a-aminonitrila e ulilizada para resolugBo. Assim, ouira maneira de eliminar o
inativo terapeuticamente (D)-ismero & sintetizar {S)-{-)-c-metildopa a partir de um
intermedidric assimétrico ((df)-c-amino-c-vanililproprionifrila), que é resolvido,
resultando na cristalizag@o s6 do desejado (L)-isdbmero em mais de 50 %. Por fim,
hidrolizando © grupo nitrila e clivando o grupo 3-metoxi, {S)-(-)-a-metildopa é
produzida com rendimento de 70,3% (Figura 12, pagina 59).

Qutras sinteses produzem (S)-(-}-a-metildopa e (R)-(+)-o-metildopa
separadamente, como mostra a Figura 13 (pagina 84), a partir do aminoécido (S)-
alanina (Seebach e colab., 1985). E Léon-Romo e colab. também produziram (S)-
(<) & (R)-(+)-a-metildopa, a partir de uma hidantcina guiral 32, com rendimento de
24,7% de (S)-(-}-o-metildopa e de 24,0% de (R)-(+)-o-metildopa (Figuras 14 e 14°,
paginas 67 e 68).

Essas sinteses sdo utilizadas em escala laboratorial, desconhecendo a

utilizacao delas industrialmente. A a-metildopa ndo é sintetizada no Brasil.

Métodos de Separacio de Enantibmeros numa Mistura Racémica

Um composto na forma racémica (df) consiste numa mistura contendo
partes equimcleculares de dois enantidmeros. A resolugdio € um processo de
separacao de uma forma racémica nos respectivos enantiémeros. O método geral
de resolucao de um par df é deixd-io reagir com um reagente quiral {agente de
resolugéo). Isso converterd os dois enantidmeros em dois diasteroisémeros, que
poderao ser separados através de técnicas como cristalizagéo fracionada (Allinger
e colab., 1976).

Outro metodo de separagdo de isdmeros dticos é baseado na separacio
por diferenca de particgo entre moléculas (Philippa, 2001). Usa-se uma superficie
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porosa como um gel de poliamida ou resina trocadora de fons. Os solutos a serem
separados sé&o classificados como caotrpicos e cosmotrépicos, de acordo com
sua particBo entre os microdominios. No processoe, caotrdpicos, como os L-
aminoacidos sao retidos no gel de poliamida e podem ser eluidos usando uma
solugdo de um caotropice forie (por exemplo, K', Rb™, Cs+, HCOs, HoPO4, NOs,
HS0Os e ion teframetilamobnio. Solutos gue podem ser usados para eluir
cosmotrépicos inclui Mg®, Ca**, H', Li*, Na®, S04, HPO, F,, OH e solventes
hidrofilicos como etanol, propanol e dlcool benzilbutanol.

As resinas trocadoras de cations e anions contém microdominios cuja
estabilidade numa resina trocadora de cation aumenta com a mudanca do contra-
fon de Na*, Li* ou H" para iK', Rb* ou Cs* e especiaimente para Ca®* ou Mg®. A
estabilidade dos microdominios numa resina trocadora de anion aumenta com a
mudanca do contra-ion de OH, F~ para CI", Br ou I e especialmente para SO7.
Os caotropicos como 08 L-aminoacidos podem ser eluidos de resinas irocadoras
de fons com solugbes aguosas de cosmotropicos, tais como Mg®, Ca®, H', LI,
Na’, 804, HPOZ, F", OH e solventes hidrofilicos como etanol e propanol.

Os cosmotropicos como os D-aminoacidos podem ser eluidos de resinas
trocadoras de ions com solugdes aquosas de caotrépicos, tais como K', Rb”, Cs+,
HCO3, HoPO4, NO3,, H804 e ion tetrametilaménio. No entanto, todos os solutos,
tanto cosmotropicos como caotropicos, podem ser eluidos de resinas trocadoras
de ions neutralizando-as.

ishiguro & Imura separaram os isOmeros oticos de D L-enilalanina e
D,L-isoleucina por eletroforese capilar atraves de beta-ciciodexdrina como seletor
guiral {Ishiguro & imura, 2002).

A resolugdo otica das misturas racémicas dos aminodcidos ftriptofano,
fenilalanina e tirosina foi realizada por ultrafiltracdo usando uma membrana
polimerizada de plasma, preparada polimerizando 1-mentol numa membrana de
acetato de celulose com poro de 0,2 mm de didmetro, exposta numa radiagdo de
plasma por 60 minutos. A membrana € permeével aos D-isdmeros das misturas
testadas (Tone e colab., 1995). |
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1. Sintese de acordo com Pfister e colab. {Figura 6)

O composto 1, condensado com acetato de etila na presenca de etéxido de
sodio, forma 2.
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Figura 6. Sintese de acordo com Pfister e colab.
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Sodio metalico e etanol formam alcodxido de sodio. Esta reac3o envolve o
deslocamento do hidrogénio do aicool e €, por isso, uma reacéo de oxidagao-
reducdoc. O sodio, metal alcalino, é um agente redutor poderoso e sempre desloca
os atomos de hidrogénio ligados aos dtomos de oxigénio:

Z2R-OH+2Na — 2R-ONa" +H.

O alcool & usado freglentemente nas reacbes organicas, pois sendo um
pouco menos polar que a ggua, dissolve compostos organicos menos polares. O
alcool como solvente se comporta como uma base de Lewis e tem a vantagem de
dispor de ions alcodxidos, que irdo oferecer o par de slétrons na futura ligacdo.

O alcodxido usado deve ser 0 mesmo gue o da porcéo alcodlica do éster
para prevenir formacio de misturas de produto por reagbes entre ésteres. No caso
foi utilizado etdxido de sédio e acetato de elila.

A fenilacetonitrila, composto 1, é consideravelimente mais 4cida que
acetonitrila e & mais faciimente desprotonada. Portanto, na reagcfo sai um
hidrogénic do carbono benzilico, retirado pelo etbxido de sédio gue atua como
uma base. ‘

A energia condutora da reacéo é a formagao de um sistema enolato estavel
que atuara como um nucledfilo. Visto que a reacdc é faciimente reversivel, é
governada por controle termodinamico (resfriamento a 10°C).

Apds desprotonacio da fenilacetonitrila, 0 carbono da carbonila do acetato
de etila se liga ac carbono substituindo o H, formando o enolato. Apds purificagéo
por recristalizagac com metanol, o composio 2 apresenta ponto de fusBo de
98-100°C.
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Esquema da reagdo de sintese do composto 1 para o composto 2.

A seguir, através de sucessivas hidrélises & quente com &acido sulftrico, & _
formado © dleo 3 que ¢ purificado, por destilacgo & vécuo, apresentando ponto de
ebulicdo 142°C.

Nesta reagéo, o grupo nitrila € hidrolisado na presenca de acido ao seu
correspondente  acido carboxilico e cations NHs' sdo formados. O acido
carboxilico, por sua vez, € descarboxilado lentamente por aguecimento. Na
sintese, a solucio permanece 3 horas em banho-maria.
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Esqguema da reacdo de sintese do composto 2 para o composto 3.

1.1 ~ Sintese via 34-dimetoxifenilacetona, hidantoina e o-metii-3,4-
dimetoxifenilalanina.

O composto 3, tratado com carbonato de aménic e cianeto alcaline, resulta
na hidantoina 4, que apés duas recristalizagbes com agua apresenta pontc de
fusGo entre 241,5 e 243,5°C. Nesta etapa, foram necessérias 10 horas de
- aquecimento a 55-60°C e mais 10 horas de agitac@o a temperatura ambiente para
a cristalizacao da hidantoina.

Nesta reagéo, a aminonitrila & formada devido 3 presenca de cianeto de
potassio, e tratada com carbonato de aménio produz hidantoina, gque é hidrolisada
faciimente para 0 aminoacido.
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Esgquerna da reagdo de sintese do composto 3 para o composto 4.

O composto 4, por sua vez, hidrolisado com agua de barita sob refiuxo,
formando 5. S8o necessarias 68 horas de refluxo.

Em meio alcalino, € obtide o sal do acido carboxilico. E a adicgo de um
acido forte, no caso acido sulflrico, completa a reacéo.

A forma do amino&cido predominante numa solugdo depende do pH da
solugdo e da natureza do aminodcido. Em solugbes muito acidas, todos os
aminoacidos estdo presenies, primordialmente, como cations; em solugdes
alcalinas estdo presentes como anions. Em um certo pH intermediario (ponto
isoelétrico), a conceniragio do jon dipolar € maxima e as concentracbes dos
anions e cations s&o iguais. No caso desta etapa, com a adicio de acido sulfirico
até pH 1,6, produz aminoécido em forma de cation. Apés, o pH é slevado a 8,8
com dietilamina, prevalecendc aminoacidos em forma de &nion. £ por fim o pH é
ajustado para 6,0 com acido acético giacial, ponto isoelétrico do aminoécido 5.

Purificado por cristalizagc com agua, o composto § apresenta ponto de
fus@o entre 282,0 e 283,5°C.
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5
Esquema da rea¢do de sintese do composto 4 para o composto 5.

Finalmente, a desmetilacio de 5 é feita sob refluxo durante 55 horas com
acido bromidrico em solugdo a 48%, obtendo-se o sdlido {+)-8.

Nesta reagdo, o éter alquilico arilico reage com um &cido forte (HBr), & sdo
produzidos um haleto de aiquila € um fencl. O fenol néoc continua a reacgéo para
dar haleto de arila porque a ligagdo carbono-oxigénio é muito forte e os cations
fenila n&o se formam com facilidade.

O pH ¢ ajustado para 8,4 com dietilamina, prevalecendo aminoédcidos em
forma de anion. E apbs, € ajustado para 6,0 com &cido acético glacial, ponio
isoelétrico do aminoécido {£}-6. O produto {+)-6, logo que é obtido, é lavado dez
vezes com acetona quente e cinco vezes com &ter. Apbs purificacdo em meio
aquosc utilizando 80O, e posterior tratamento com 6xido de aluminio, o produto
finai ()-8 apresenta ponto de fusdo entre 300 e 301°C.

CHs
!
CHO—r | cw—cﬁ:—-oozl-i * opgy oo
CHO—— NHp
5 &

Esquema da reacdo de sintese do composto 5 para o composto 6.
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O teste com nitrato de prata para orfo e para-difendis (Wiidi, 1951) pode ser
utilizado para identificar o composto (+)-8, e deve ser fortemente positive. Este
teste consiste na dissolugdo de 1,0 g de nitrato de prata em 8,0 mL de agua
destilada, e a amostra € preparada dissolvendo num wbo de ensaic 5-10 mg do
composto a ser analisado em 5,0 mL de etanol 95%. Trés gotas da solugdo de
nitrato de prata s8o adicionadas no tubo e a mistura € agitads por 15 minutos.
Devem ser produzidos um espslho prateado e uma coloraggo. Excluindo luz e ar,
a o-metiidopa (composto 8) descolore muitc vagarcsamente. Nesta reacdo
a~metildopa € oxidada produzindo uma quinona e os ions prata sdo reduzidos a
AgP (espelho de prata).

1.2 — Sintese via 3, 4-dimetoxifenilacetona, aminonitrila e g-metii-3-hidroxi-4-

metoxifenilalanina,

O outro caminho para a producgéo de {+)-8 consiste em, a partir de 3,
tratada com cianeto de potéssio e cloreto de aménio com aquecimento & 55-60°C
por 5,5 horas, resulta em 7 (ponto de fusdo: 103-108°C). Este, aquecido com HCI
em banho-maria por 18 horas, resulta em 8, correspondente a clivagem parcial do
grupo metoxi. Este € entdo filtrado, e numa solucio aguosa, ¢ pH é ajustado para
6,5. O produto 8 € lavado com etanol e com éter, e recristalizado com &gua,
apresentando forte coloragdo com FeCl; e ponto de fuso entre 285 e 296°C. O
composto 8 € tratado com HC! e aguecimento a 150°C por 4 horas, produzindo
a-metildopa (ponto de fusdo: 299,5-300°C).

A reagdo de cetona com aménia e cianeto de hidrogénio produz
o~aminonitrila. A hidrélise do grupo nitrila da c-aminonitrila converte-se em
a-aminoacido. A primeira etapa desta sintese envolve, possivelmente, a formagdo
inicial de imina entre a cetona e a amonia, seguida pela adicdo de cianeto de
hidrogénio.

Como na pratica o trabalho com o HCN é perigoso, efetua-se a reacdo
misturando-se ¢ composto carbonilado com o ion cianeto e acidificando-se a2
soluggo, para assim obter ¢ cianeto de hidrogénio.
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Esquema da reacdo de sintese do composio 3 até o composfto 6,

2. Sintese de acordc com Tristam e colab. {(Figuras 7 ¢ 8)

2.1 — Resolugdo a partir do intermediaric § da sintese de Pfister e
colab., utilizando (-}-feniletilamina para resclver 9 {Figura 7).
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Figura 7. Resolugéo a partir do intermediario § da sintese de Pfister e colab.,
utilizando (-)-feniletilamina para resolver 8
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Na Figura 7 segue a primeira seqliéncia de reagbes para a resolucdo de
o-metildopa. O composto § racémico é convertido para o derivado N-acetilado 9,
sob adicdo de anidrido acético na presenca de piridina. Essa mistura & aquecida &
80°C por 3 horas.

As aminas primarias reagem com anidridos para produzir amidas. Esta
reagdo € comumente feita com ¢ anidrido acético, que & um agente de acilacio
barato e conveniente, geraimente usado com piriding para facilitar & saida de
CHsCOOH.

O produto 8 é cristalizado com adigéo de &cido cloridrico, esse precipitado é
envelhecido & 5°C por 1 hora, lavado sucessivas vezes com dgua = etanol e saco
sobre pentdxido de fosforo. No final, 9 apresenta ponto de fusdo entre 213 e
215°C.

e o
CHyO— X CH,— C—COM HC—C7
! EEI * /0 —_—gp
c
HsO = H, HaC— c;\\\\\@L N
5 0
(1}13
CHSOWI Sr—ch—c—con . O
CHO—L_ NH— COCH; N
!
o H CHyCO0

Esquema da reacdo de sintese do composto 5 para o composto 9.

As aminas enantiomericamente puras podem ser usadas para resolver
formas racémicas de compostos acidos, agindo como agentes de resolucdo.
Neste procedimento, um enantibmero de uma amina, (-)-1-feniletilamina, é
adicionado a solugéo da forma racémica 9. Os dois sais que se formam sdo
diastercisbmeros, sendo que o sal correspondente ao isdmero L- (10) é soltvel na
agua, e o outro correspondente ao isdmerc [D- (10a) & insolivel. Assim,
adicionando agua a 90°C & mistura dos sais, o sal de interesse é dissolvido, e a
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solugéo filtrante oblida é esfriada e envelhecida & 8°C por 40 horas. O sal 10
obtido apos o processo de envelhecimento é recristalizado com agua, e apresents
ponto de fus&o entre 212 e 215°C e [u® +89° (¢ 1, metanol).

dgua

]
80°C
C O
CHAO ™ R Hz"“a/ Oz
+ 4
CHO—A_ 2 HC  NHAc
CHs
CH
7 NG
10 ida
{soltvel) {insolivel)

Esquema da reacdo de sintese do composto 9 para os
compostos 10 e 10a.

E preparada uma soluc&o aguosa com o sal 10 e adicionado hidroxido de
sédio recuperandc ¢ agente resolutor que é insolGvel na dgua, enguanto gue ©
aminoacido permanece sollivel na forma de anion. A solugdo sofre extragdo com
cloroférmio, apbs & aquecida, e HCI diluido é adicionado para a liberagdo do
enantidbmero desejado {S){-}-8, que & imediatamente cristalizado, e apresenta
ponto de fuséo entre 192 e 194°C [a}® -55° (c 1, metanol).
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CHO—r" ™
CHO—

N

.""'--..C/

AcHN' CHS

"‘“C

CHyO—7" ™
CHO— i ACHN CH3

insoldvel em cloroférmio

CH3O-- S
CHsOm P

CHL‘"‘C/

AcHN| CH,

CHy

i

CH

~~NH,

solivel em clorofBmio

aguecimento

MG

CHz0—

CHO—

H,0

NaOH

cloroférmio
Wb

CH,

S “‘“'--.C/
P
AcHN  CH,

COH

P
(Sh{-)-8

Esquema da reacdo de sintese do composto 10 para o composto 9.

A desmetilagdo de (S)-{-)-8 & feita scb refiuxo por 12 horas com &cido
bromidrico em solucdc a 48%. O pH € ajustado para 6,4, prevalecendo ions
dipolares do aminoacido {8)-{-)-6. Apbs secagem o sblido {S)-{-)-8, este apresenta
ponto de fusdoe entre 306 e 308°C, {mﬁ3 -4° (¢ 2, HCI 0,1 mol/L).

Nesta reacdo, os grupos metila sdc substituidos por hidrogénios formando

fenol, e o grupo N-acetila é hidrolisado na presenca de agua e calor e ions Ha0".



Capitulo i - Introducéo 2 Sintese de o-metildopg 47

C COH
CHLO—" ™ w‘*;c\/ Oz . refiipo
CHO—A = AcHN  CHs 2 HBr
{S){-)-8
o o CORH
HO—-»——E _ nd i, +  2CHBr +  CHCOOH
{S)--)-6

Esguema da reacéo de sinfese do composto 9 para o
Composto (S)-{-}-6.

2.2 - Resolugao a partir de da propria di-o-metildopa, utilizando {-)-quinina
para resolver 11 (Figura 8).
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?Ha ?9"53
HO——" "y CHy— C— CO.H Ac,0 CHEOC0 " Ry CH;—— C— CO,H
| ! A ! |
HO—_ _= N, piridina CHOCO—\ = NFfm COCHy
d-affa-metil-3,4-dihidroxifenilatanina d-A-acetil-3-(3, 4-diacetoxifeni)-2-metilalanina

{x)-6 11
l(—)—quinina

acetona

12 M
{insoltvel)
1} fitragao
21 H0
l HCl
Cl H
CH0C0—r” R ol c:fcc}2
4
CHoco—L ) AcHN Ch;
{(S)-(-)-N-acetil-3-(3,4-diacetoxifenil)-2-metitalanina
(SHA-11
1%;
refluxe
u)
HO——" ™ %\C" co

HoL nif cH,

T

{S){-}-alfa-metil-3 4-dihidroxifenilaianina
(S)4-6

Figura 8. Resolucgdc a partir de da propria di-a-metiidopa, utilizando
{-)-quinina para resolver 11
Outra op¢&o de resolugdo de a-metildopa apresentada por Tristam e colab.,
€ apresentada através da Figura 8. Nesta, o composto racémico 6 & convertido
para ¢ derivado N-acetilado 11, sob adi¢fio de anidrido acético na presenca de



Capitulo ii - Introducéo 2. Sintegse de g-metildopa 49

piridina. Essa mistura permanece em banho-maria & 96°C por 3 horas. O produto
41 apresenta ponto de fusdo entre 187 e 199°C.

o
HO g e CHy—— G COOH E—C,
| | ' $ O —
Ho—L_ Ny HiC— G L
o
6
CHs
|
CHsOCO_i = CHzm?wCOOH + @
cHoco—L_ NH— COCH, W
11 H CHCOO

acetaio de piridinec

Esguema da reacdo de sintese do composto 8 para o composto 11.

Aminas otica'mente ativas, de ocorréncia natural, como a (-)-gquinina, sao
usadas bastante como agentes de resolugdo. Esta é entdo utilizada para reagir
com 11 na presenga de acetona, resulta nos sais diasteroisdmeros referentes aos
enantidmeros L- e D-, sendo que este Gltimo é um cristal solivel em acetona.
Devido ac sal do enantibmero desejado (forma L-) ser cristalino e insollvel em
acetona, é filtrado e seco, e apresenta ponto de fusdo entre 164 e 168°C e {a]f -
72,7° (c 1, etanol 96%).

E preparada uma solugdo em acido cloridrico com o sal 42 a 0-5°C. Apés,
€ adicionado mais acido cloridrico, recuperando o composto {S){-}-11 que
precipita, permanece em repouso durante uma noite & 0-5°C, é filtrado, lavado
com agua e seco.  (S)<{-)-11 apresenta ponto de fusio entre 181 ¢ 183°C e [a]?f’
-74,5° (¢ 1, etanol 96%).
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C coy
CHOC0—, | = %“‘;c;’ ©z
CHyOCO—A, o ACHN CH

lHC!

CH,___COH
CH0C0-— z = \;C\ + Cloridrato de quinine
CHiOCO—L_ = ACHN CHg

(S}{-)-11

Esquema da reacdo de sintese do composto 12 para ¢
composto (S)-(-)-11.

A desmetilacdo de (S){-}-11 & feita sob refluxo com &cido cloridrico,
obtendo-se um dlec residual que é tratado com élcool t-butilico para remover o
HCI. Apéds dissolugdo com &gua, ajuste-se o pH para 7,0, ponto isoelétrico de
{(SH-)-11. (8)(-)a-metiidopa € entdo produzida, purificada com diéxido de
enxofre, com ponto de fus&o em torno de 295°C e [a]> -3° (¢ 2, HC! 0,1 mol/L).

A hidrélise de ésteres é normalmente catalisada por acidos, que deixam o
carbono da carbonila mais positivo e portanto, mais susceptivel ao ataque pelo
nucledfiio.

A uUnica reac&o de substituicdo nucleofilica do grupo acila que uma amida
sofre & hidrolise. Amidas s&o consideravelmente estaveis em dgua, mas a ligacgo
amida € rompida sob aquecimento na presenca de &cidos fortes.
Conseqiientemente, sste rompimento produz uma amina e um acido carboxilico.
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A reagio acido-base que ocorre apds rompimento da ligacdo amida torna a
hidrolise totaimente irreversivel.

CHy COH
s - s .0
CHLOCO | C L
CHOCO-—L_ . AcHN ChHs refiuxo

(SH11
HO— e CHL‘“‘C P CO.H
| a + 3 CHCOH
ol nef o
(S8

Esquema da reagdo de sintese do compaosto (S)-{-)-11 para o
composio (S)-{=)-6.

3. Sintese de acordo com Siates e coiab.: conversdc de {R)-{+)-x-metiidopa
no seu precursor 3,4-dimetoxifenilacetona {3} como mostra a Figura 8.
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CH COH

C CO-H
i r{ . B i /%
HO—A._ = NH; CHs piridina CH0CO—L_ _J AcHN CHs
{F-{+}-affa-metil-3, 4-dihidroxifeniialaning {Ry-(+}-N-acetil-3-(3,4-diacetoxifenil)}-2-metilalanina
{R)-(+)-8 (Ri-{+}11

1. KOH
2. Sulfato de dimetila

CH2 COZH
HgCO........ l = \/C: + ' CHsCOZ.
HaCO—4 2 AcHN CHs {ions acetalo}

{R}-{+)}-N-acetil-3-(3.4-dimetoxifenil}-2-melilalanina

{Ri-H+)-8
HCY
HAO
refiuxo
CHy COy CHy COH
HyCO - = ~c” 2 resina HLO—” ™ —~c”
I - N HC
HCO—A_ o HN CHs basica  HiCO—\_ o HN CHy -
{R){+)-alfa-metil-3,4-dimetoxifenilalanina Cleridrato de (R)-(+)-alfa-metil-3,4-dimetoxifenilalanina
(R)-(+)-5 Cloridrato de {R)4{+)-5

l NaQCl
benzeno
CH

H3CO----I S CHz—ézo
HLO— =

3. 4-dimetoxifenilacetona
3

Figura 9. Sintese de acordo com Slates e colab.: conversdo de (R)-(+)-a-
metildopa no seu precursor 3,4-dimetoxifenilacetona (3)
A partir de {R}-{+)-8 h& a conversao para o derivado N-acetilado (R)-{+}-11,
sob adig8o de anidrido acético na presenca de piridina. A mistura de reacéo é
mantida a temperatura ambiente por 16 horas. O produto & cristalizade com
adic&o de acido cloridrico formando (R)-{+}-11, apresentando ponto de fusso entre
178 e 180°C e [0]45,6° (acetona).



Capituio li - Infroducgo _2. Sintese de g-metildopa 53

'Y
HO—L_ o/ N Chs St v
{R)}-{+)-8
COH
CH:sOCO—"-O/CHZN‘;C\/ i + @
— AcHN © N

CH,0C0 = ¢ Hs | _

(R H CH,COO

Esquema da reagdo de sintese do composto (R)-{-)-8 para o
composto (Ri-{=}-11.

O composto {Rj<{+}-11 é entdo metilado com dimetil sulfato e KOH
produzindo 95% de {R)«{+}-9 + 5% do correspondente metil éster (R)-{+}-%a.

Para a preparagdo de éter metilico, sulfato de dimetila é freglientemente
usado substituindo os haletos de metila mais caros. Nucledfilos atacam
dimetilsulfato no carbonc num processo Sy2. O KOH aquoso adicionado nesta
reacdo € um reagente saponificante utilizado para favorecer a reac8c de
substituicao. |
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G GOy
C CO,H K ] X M -
. CHZOC0— ] ) AcHN cH, (saponificagdo)  -o—A,_ . AcHN Ch,

(R + 2 CH3C02‘

I +  H3G-—0—8—0mCHa
AcHN CHy |

’O/CHKC/CC’{ ™ ?E)
/

O

C COR 1
HsGO—-—i = HZ\;C: + O—S—0—CHs
Hco—U AcHN  CH, g
R=H, (R}{+}-8 anion metilsulfato

R=CHg, (R)-{+)-%a

Esquema da reacédo de sintese do composto (R)-{-})-11 para o
composto (R)-{-}-9.

Os produtcs {R)«{(+}-9 e (R)-{+)}-9a sofrem hidrolise sob refluxo com HCI
para cloridrato de a-metildopa dimetilica, com ponto de fusio entre 235 e 238°C.
A amida sofre hidrélise num mecanismo jé explicado anteriormente.

COR CH, CO.H
HaCOmp” ™2 CHz\c/ HE) HCO—r” ™ “‘;C\/
ool e P T

= refiwe

R=H, (R){+)-8 Cloridrato de (R)-{+}-5

R=CHj, (R)-{+)-9a

+ CHyCO.H

Esquema da reacdc de sintese do composto (R)-(-)-9 para o
Composto Cloridrato de (R)-{-}-5.
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O cloridrato de (R){+)-5 ¢ submetido a uma resina bésica. Se uma
solugdo acida, contendo aminoécidos, passar através de uma coluna recheada por
resing trocadora de cations, os aminodcidos s&o adsorvidos na resina, pela acdo
das forgas atrativas enire os grupos sulfonato da resina, com carga negativa e os
aminoacidos, com carga positiva. Com filtracio da resina, o filtrado contém os
aminoacidos {R}<{+}-8 livres que apresentam ponto de fusdo entre 246 & 249°C,
Apos recristalizacgo com élcool isopropilico o aminoécido apresenta ponto de
fusao entre 250 e 254°C.

CH, CO,H CHy _COy
HCO—r" ™ \“;,C‘: resing HCO——r™ ™% \ka
HCO—t_ o] HN CHy e Bise ool N CHs
Cloridrato de (R-}-{+)-5 {R}-f+1-5

Esquema da reagédo de sintese do composto Cloridrato de (R)-(-)-5
para ¢ composto (R)-{=)-5.

A transformacéo de (R)-{+)-5 para a cetona 3 é efetuado por oxidacdo com
~ hipoclorito de sbdio com 90% de rendimento.

CHg
; |
CH, COy — X —C=
— ~p NaOCl H;CO: CHy—C=0
HCO l JC\ T—— |
HCO—_ o) HN CH benzeno HCO—\ _~#
{(R-{+)-5 3

+ COZ 4 NH3

Esquema da reacédo de sintese do composto (R)-{-)-5 para o
composto 3.

4. Sintese de acordo com Slates e colab.: conversido do precursor {S)4{-}-5 de
{S}4{-)-a-metildopa para 3,4-dimetoxifenilacetona (3) como mostra a Figura
10.




2. Sintese de g-metildopa 56

CHa
\ |
O Cha___ C/COZ" Ac,0 CHyO—" “y—CHy— C—C==0
Hico— C —— ol [\
HCO—L_ "HN  CHy piridina N%C/
|
(S){-)-alfe-metil-3, 4-dimetoxifeniialanina CH,
(S5 (SH-)-2 4-dimetil-4-(3 4-dimetoxibenzil)-2

oxazolin-5-ona
13

220 nm
dioxano 1 GO

o ¢ 9
CHEO—O_CH?M G N G CHy c&o—f’\_cmmz.:— N— C—GH;
cHO—L_ cs—;se—_\/ H

imina Enamina
14 i o
CHs o
HaCO ™ ™00 Gy —— Cm O )l\
HC OWQ— | * HN TCH
B,Mimetox:;feni!acetona acetarnida

Figura 10. Sintese de acordo com Slates e colab.: conversdoc do precursor
{S)-(-}-5 de (S)-{-}-a-metildopa para 3 4-dimetoxifenilacetona (3).

A acetilagdo de (S}{-}-8 com anidridc acético em piridina produz
diretamente a azalaciona 13 na auséncia de um trabalho hidrolitico.

Durante a acetilagdo do grupo amino, uma azalactona pode ser formada
devido ao excesso de anidrido acético ou a um tempo extenso de reacgso
empregados. Nesse caso, utiliza-se 100 g de composto com 400 mL de anidrido
acético, permanecendo esta mistura em descanso durante uma noite. A forma 13
e isolada como um composto cristalino de ponto de fusdo 91-92°C e [ujp -84,2°

{acetona).



Capitulo Il - Introducio 2. Sintese de g-metildopa 57

G
- 7
C Co. C—C
Hscomj = H2---..,__'0/ 2 . Ha \O . @ — e

4\ rd
HCO—t_ o ‘HN Chs %C“C,gi N
{S-H#)-5
?Hs
PR N P @
/N 3
CHe0 Z N, © N
N
? H CHCOO
13 e

Esquema da reacdo de sintese do composito (8)-(-)-5 para o
composto 13.

A radiacdo UV em 220 nm sobre a azalactona 13 em solugdo de dioxano,
converte 13 via 14 (ou seu tauibmero enaming) para 3,4-dimetoxifenilacetona (3}
com liberacac de CO. A radiacdo é interrompida apds 3 dias num ponto
correspondente a 85% de converséo, e neste ponto a solugio perde 85% de sua
atividade otica.

A energia de luz entre 600 e 200 nm é de 48 a 96 kcal mol-1 (200-400 kJ
moi-1}, que & da ordem de magnitude de energias de ligacbes covalentes. Ao
incidir uma radiacdo uitravioleta sobre uma molécula podera ocorrer uma clivagem
fotoquimica com formac&o de radical formando outra molécuta. Isso ocorre pois
com a excitagdo de uma molécula a energia extra deve ser perdida, sendo uma
das maneiras a rea¢do guimica.

Na obtenc¢ao final, a hidrélise da imina produz a cetona.
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CHz CHy ﬁ
| ]
CHgO-mor™” Ry CHy—C—C=0  Av=220nm  CHO—r” H=C—N—C—CH,
! “ > | |
CHi0—_ = N[‘) Co emdioxane  cH0—\ o H
Wb

g |
13 CHa !
' ¢cHy 0

i
CHaO—r”" Sy CHg o Gz N— C— CHg

CHO— =
14
HgO!
v
C
e o
%éscow_i N—CHp =0 /Ej\
HaCO— 2 HNT TCHy
3 acetamida

Esquema da reagdo de sintese do composto 13 para o
composto 3.

5. Sintese de acordo com Slates e colab.: conversio do composto derivado
- de a-metildopa, o triacetato de a-metildopa 11 para 3,4-dimetoxifenilacetona

{3} como mostra a Figura 11.

A reacdo para o precursor cetona é efetuada por oxidacdo com tetracetato
de chumbo do composto 11 em solucdo de acetonitrila e piridina.

Acidos carboxilicos sdo descarboxilados com tetracetato de chumbo. O
mecanismo € do tipo radical-livie (Solomons, 1996). Primeiramente ha um

intercambio de grupos ésteres:

Pb{(OCOCHg)e + RCOOH—P Pb(OCOCH3)30COR ou
Pb(OCOCH;)(OCOR),

Segue-se 0 mecanismo do radical-livre:
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Pb(OCOCH2)30COR ——=  -Pb{OCOCHz)z + R + CO;

PB(OCOCH3)30COR + R ——s R’ + - Pb(OCOCH;3),0COR + OCOCH:
" PB(OCOCH3,0C0R——— Pb{OCOCH3), + R+ COz

CH—C -

SendoR- = ;
NHCOCHS;

O tetracetato de chumbo fornece bons resultados em solventes organicos.
No caso foram utilizados a acetonitriia e piridina.

O intermediario acetato de cetimina 15 (ou seu tautdmero enamina) €
nidrolisado com écido diluido para fornecer a cefona 18. A reagBo mais
caracteristica de uma imina € a hidrdlise rapida a um composto carbonilado, sendo
a reacso catalisada por acidos.

?Ha
CH,OCO —C—CO
" ik | #, POOCOCHz), s
CH0CO NHCOCHq piridina

11
CHy O

Chy O
l ] % i
CHOCO—r” —C=N—C—C CHOCO—¢” “Ny—CH=C-NH—C—CH;
Hy | CHz Hy R i
CHOCO—A_ 2 CHOCO

18

+ Pb(OCOCHg), + 2CO,

H0
MG
It 0
i-i;:,COCO——i NN—CH—C=0 )k
HCOCO—L_ HN" "CHy
acetamida

16

Figura 11. Sintese de acorde com Slates e colab.: conversdo do composto
derivado de c-metildopa, o triacetato de a-metildopa 17 para
3, 4-dimetoxifenilacetona {3)
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6. Sintese, segundo Reinhold e colab., de {S){-}-u-metildopa através da

resolugac do intermediario assimétrico {(df)-c-amino-a-vanililproprionitrila

{{x)-18).
I S
CHO ™ i CH—C—CHs CHyO g™ ; cs-nz—?mm
et
HO——a o HO——ta Mb,
3-metoxi-4-hidroxifenilacetona {di)-aifa-amino-aifa-vaniliipropionitrila
17 {£)-18
dcide-k-10-canforsulibnico
dioxano
CH Ch
C@mg = “‘:@x + s N £ %
HO—L_ HaC  NHg" HO—, = HaN o O
CH H CHy
HC 805 3L SOy
Ie) o
19a 19
{so!ﬁvei) {!ﬂSOIUVGE)
1) Filtragso
2) NH,
3) HOl l
Cl CN CH, CN
HeCo—” N oo A0 CHO— N e
&\ n piriding I H V] \CH
CHOCO—L_ _J AcHN CHs HO—_ = 3N 3
(5)-(-)-O,N-diacetil-alfa-amino- (S)-{-}-aifa-amino-alfa-vanililpropionitrila
alfa-vaniliipropioniirila {S)-{-3-18
{S)-)-20
H.O
HC!
l:igﬂ laquecimento
CH, CN
O, CN 2 ~—
X Wo o DD ~— H,0 HO—— C
JC\ HCI N" \C
HO—L_ AcHN CHg aquecimento HO—_ _= H Hy
(S)-(-)-alfa-acetamido-alfa-vanililpropionitrila {S)(-)-alfa-metil-3 4-dihidroxifenilalanina
(S)-{-}-21 {S)-{-)-8

Figura 12. Sintese, segundo Reinhold e colab.
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De acordo com a Figura 12, a partir de 17 prepara-se a g-aminonitrita {£}-18
com adicdo de ambnia e cianeto de hidrogénio num mecanismo ja explicado
anteriormente. A mistura deve ser agitada durante 18 horas. O produto apresenta
ponic de fusfo entre 1255 e 127°C.

Outro procedimento também a partir de 17 para formar (£}-18, é através da
adicdo de ambnia diluida, clansto de potdssio e cloreto de ambdnio pelo mesmo
mecanismo anterior, ou seja, presenca de amdnia e ions cianeto.

T
CH30W / I Ci"‘zmcmc% & :NH3 N
0 — . \/
17
7 ¥
oHO— P, . OHO—P S —CH,—C—Cr, 0
HO—\a Ni* HO— NH;
T
CHO—r ™ l GHz——g-wCi-g oN CH0—7 CHy—C—CHy o
HO—& NH HO—a I NH
?Hs
CHO ™™ CH,—C—CN
HO—a NH,
(318

Esquema da reacdo de sintese do composto 17 para o

composto {4)-18.

Utilizandc o agente de resolugéo acido (L)-10-canforsulfdnico para reagir
com a aminonitrila {+}-18 & 5°C por 16 horas, resulta nos sais diasteroisémeros
referentes aos enantidmeros (L)- e (D}-. No processo de separacdo dos sais a
cristalizac8o foi realizada utilizando dioxano como solvente mais conveniente. O
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sal do enantidmero desejado 18 (forma (L)-), que é insolivel em dioxano, é entéo
filtrado.

~ Normaimente, a cristalizac@o fracionada é necesséria e o processo é longo
e tedioso. Isso torna o método inconveniente. Este, por exemplo, consiste num
processo de digestdo por 90 horas.

ChHs
CHg
CHaO-r ™ | CHQ—%WCN . HeC 805
HO-—ta NH, 0
{t)-18 ' -
CHSO«-«——
+H3N CHs

Esquema da reacédo de sintese do composto (#)-18 para o

Composto 19,

E preparada uma solugdo em éter com o sal 19. Apds, € adicionade vapor
de aménia, recuperando o composto acido (L)-10-canforsulfdnico que precipita e é
removido por filtrag8o. A solucBo contendo a aminonitrila resolvida em forma de
cation é adicionada de 4cido clorfdrico, onde hé a recuperago da aminonitrila que
precipita como cloridrato de (-)-18. Este precipitado & misturado com éter e vapor
de amdnia com formagdo de cloreto de aménio, que passa por processo de
filtragdo. O solido de {-}-18 apresenta ponto de fusdo entre 125 ¢ 128°C e {a]ff

+8,9° (¢ 2, dioxano).
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CH,

HC ;
C CN 505 >
CHO N Mo o 1} NHs
| s d N G 2Hol
HO—  _z HaN  CHs B
18
g Oh
CH3©-—W§ = '-EZ‘“;C\:’
HO—L_ HeN - CHy

{(S){-1-18

Esquema da reagédo de sintese do composto 18 para o
composto {S)-{-)-18.

O composto {S}4{-}-18 é convertido para o derivado {S}-{-}-20 (ponic de
fusdo entre 121,5 e 123,5°C) sob adic&o de anidrido acético na presenca de

piridina.
ChH, CN C c""o
o T O
HO—\_ _~ HN  CH, HyC— C\\\; N
{S)-{-)}-18
C CN
o N (0]
CH;,@COmI = HN  CHg N
' {
{S){-)-20 H CHCO0

Esquema da reagdo de sintese do composto (S)-{-)-18 para o
composto {S)-(-}-20.

O composto {S)-{-}-20 sofre hidrélise sob adicdc de NaDH 10% formando
{8)<{-}-21 de ponto de fusdo entre 204,0 ¢ 206,0°C.
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ChHy CN
HoCO—" ™ CHZ\ ol ON - hpo HaCO— i = ““’;0;/
4N
CHsoc;o_—i 4 AcHN CHs NaOH HoO—L._ ) AcHN CH,
{SH-1-20 (S){-p-21

Por fim, o composto {8)-{-}-21 sofre hidrélise com acido cloridrico & 130°C
por 5 horas produzindo a {S)-{-}-8 {ponto de fusdo entre 302,0 & 304,0°C).

CH,___CN
CH,___CN H,0 HO——r X ~c
| 4N HCl HO—L_ = FpN - CH,
HO—_ = AcHN  CH, aquecimento
(SH-)-21 (SH-8

Esquema da reacdo de sintese do composto {5)-{-}-21 para o
composto (S)-{-)-6.

Realizando uma hidrdlise com a&acido cloridrico 45% do intermediario
assimétrico {S)~{-}-18 também fornece a {§}-{-}-6.

C CN
CH, __CN H.O HO—r” X Hz\c;/
HCO—” ™ ~~C o | PN
f e HCl HO—L_ HN  CH,
HO— — N Hy aquecimento
( SH"}"’1 8 (S)-(-)wﬁ

Esquema da reagdo de sintese do composto (S)-(-)-18 para o
composto (S)={=)-6.

7. Sintese de (S)-{-)- e {R)-{+}-c-metildopa segundo Seebach e colab. {Figura
13).
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Kel CONHCH,
it 1 ivalaldeid
HsC o 1) MeNHEIOH (0°C) o CONHCHg Fivalaldeido P oH
2) 0 (-20°C) CHy
N NH,
(8}-alanina {S)-alanina-(N-metilamida) (8F#-(2', 2-dimetipropllidona}
22 23 glanina-{N-metilamida)}
34
1} Benzoursanidrido (130°C)
. 2) CHCUELD
1} Beneoilclorete
2) ELOPertan .~
) E,OPe §-§3{3\
HCL N o
Ne. ! <’ j
N N “on
“CH, HeCgg s

{23, 58)-1-benzil-2-{&-butil)-
3, 5-dimetiimidazolidin-d-ona
28
1} disopropiiamida de litlo em THP/hexano
2} Exdrag@o com B
3} Evaporacao do solvants

N
/ I’
\N
e <\ CHs
e O

(5)-27

Brometo de 3 4-dimetoxdbenzila

(28, 58)-1-benzoil-2-{t-butil)-
543" 4'-dimetoxibenzil)-3, 5~dimetilimidazolidin-4-ona

29
HCI & molll (175-185°C)
o N e - OO o
5
vo—l__J e om
{ S){-}-affa-metil-3 4-diihidroxifenitalanina
{S){--6

[§Tg -

{2R, 58)1-benzil-2-(t-bulil}-
2 S-dimetilimidazolidn-4-ona
prac
1) diisopropiamida de liio em THFhexano
2) Extragdo com EtD
3) Evaporagéo do solvente

HiC
N Ot

HCe—g OO
0 e
(R)-28
Brometo de 3,4-timetoxibenzila

Hs
(2R, 5R)-1-benzoil-2-{t-butil)-
5.(3' 4'-dimetoxibenzil)}-3,5-dimetiimidazolidin-4-ona
30

FICE 6 mollL (175-185°C)

CHp__ o CO.H

N
N o

{R)-{-alfa-metil-3 4-dithidroxifenilalanina

R-)-e

Figura 13. Sintese de (S)-{-)- e (R)-{+}-a-metildopa segundo Seebach e colab.
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Seebach e colab. prepararam (S)-{-)- e (R)-(+}-a-metildopa a partir do
aminoacido (S)-alanina. Este & convertido para imidazolidinonas quirais que
formam enolatos enantidmeros. Cada um é alquilado fornecendo os enantiémeros
de imidazolidinonas 5 5-dissubstituidas, que apds clivagem do anel heterociclico e
dos grupos metil-éter, formam (8)-(-)- e {(R)-(+)-a-metildopa.

A seqliéncia de reacles estd esquematizada de acordo com a Figura 13. A
primeira reagdo consiste em converter (S)-alanina 22 para as imidazolidinonas
{25,55)-25 e {2R,58)-26. O procedimento pode ser compreendido de acordo com
Naef & Seebach (1985).

Em seguida, (25,58)-25 ¢ {2R,58)-28 separadamente sio dissolvidas em
THF e tratadas & -78°C com excesso de diisopropilamida de iftio, formando os
enoclatos {§}-27 e {R)-28 que sdo alquilados com brometo de 3 4-dimetoxibenzila,
passam por processc de cromatografia flash (etanolfpentanc 5:1) produzindo
respectivamente {25,58)-29 com [o]> +74,9° (¢ 0,4, CHCls) e {2R,5R)-30 com
[} -78° (¢ 0,5, CHCl).

Finalmente (2R,5R)-30 sofre hidrolise na presenca de HCl 6 moi/L sob
aquecimento por 4 horas produzindo cloridrato de (R)<{+)-6, enquanto que, pelo
mesmo processo (2§,58)-29 produz cloridrato de (S)«{-}-6. Nesta reacio ocorre
hidrdlise das ligacbes amida e desmetilagdo no anel aromético como segue
abaixo.
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175-185°C
reeerem——
xgprem———

O XN CHZ\C /CO;H Hac\
I A - I}in"' + 1"15(?-5“'""";3‘{~~
HO—4_ = NH; CHj CH, Hg ©

()46

Esquema da reacdo de sintese do composto 29 para o
composto (8)-{-)-6.
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Para obter o aminoécido puro, {28,55)-29 ¢ (2R,5R)-30 s30 expostos a uma
resina trocadora de ions écédéca, € 0s aminodcidos estando na forma de cations
(pH acido) ficam retidos na resina. Apds s&o realizadas lavagens na resina com
solugdo de NHspara liberar 0 aminodcido. O solvente & removide sob vacuo.

8. Sintese de (S)4{-)- e (R}-{+}-x-metildopa segundo Léon-Romo e colab., 2
partir de uma hidantoina quiral (Figuras 14 ¢ 14a).

CHs

_OEt

1-N-[(S)-Teniletii}-3-N'-fenil-1,3-
imidazofidin-2,4-diona
32
l dilsopropifamina
THF
r-Bulli

+ = C/ M
X\

1-NJ(S)-alfa-Teniletil-3-N-fenil<(5S 1-N-{(5)-aifa-feniletil}-3-A-fenil{5R)-
mgﬁgﬁfynﬁggoggm,z,ﬁg;gﬁ a metil-1,3-imidazolidin-2,4-diona

33 34
Cromatografia fiash (hexanc:EtOAc, 85:5)

32-Li

Compostos 33 ¢ 34 separados

Figura 14. Sintese de (S)-(-}- e (R)-{+)-c-metildopa segundo Léon-Romo e
colab. (2002}, a partir de uma hidantoina quiral
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1-NH{ S yalfa-feniletil}-3-Nfeni~(535)- 33-Li
metil-1, 3-imidazclidin-2 4-diona
33 Cloreto de 3 4-dimetoxi banzli

1-N-{(S)-alfa-feniletil}-3-N'fenil{(4R)- 1-N-{({S)-alfa-feniletil}-3-N-feni-(45)-
{3,4-dimetoxi)benzil-4-metil-1,3-imidazofidin- (3,4-dimetoxi)benzil-4-metil-1, 3-imidazolidin
2, 4-diona 2 4-diona
36 35

Cromatografia flash (hexano BtOAc, 85:5 para 82:8)
Para cada composic em separado:
1) HI 57% (110-120°C)

2) Resina Dowex
3) NH 1 moliL
c H CHy COH
Hoe” Ny B o O HO ~c”
R
ol o, vo—ll_ e o
(RH-)-alfa-metil-3,4-dilhidroxifenilatanina (SH-)-alfe-metil-3 4-diihidroxifenilalanina
{R){-}-6 {SH-}-6

Figura 14a. Sintese de (S)-(-)- e (R)-{+)-a-metildopa segundo Léon-Romo e
colab. {2002}, a partir de uma hidantoina quiral
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De acordo com a Figura 14, primeiramente a hidantoina 32 é preparada da
reagao de isocianato de fenila e 31. (S)-feniletilamina, reage com (+)-bromoacetato
de efila numa reacdo de substituicdo nucleofilica resultando no composto 314
{Porzi; Sandri; 19986).

Ent8o ¢ isocianato reage com a amina secundéria para produzir a uréia
substituida 32. O grupamento éster sofre substituico nucleofilica sendo que o
alaque ocorre no carbono da carbonila, e resulta na substituicdo do grupo —OR
pelo grupo ~NR'.

|
/\/‘\NQCHQM oF O .
@ TNO— CH—CH

?Hs
-- Ot
' N/\( +  HBr
I
31

Esquema da reacéo de sintese do composto(feniletilamina para o
composto 31.



Capitulo i - introducio 2. Sintese de o-metiidopa 71

32
Esquema da reagdo de sintese do composto 31 para o

composto 32.

Em seguida a hidantoina 32 € metilada. Primeiro reage com butillitio em
diisopropilamina e tetrahidrofuranc como solventes. O litic age como eletrofilico e
é adicionado ao oxigénic do grupo carbonila. Os solventes utilizados sao
compativeis com o organolitio (Hendrickson e colab., 1970).

Com a formacaoc do enoclato de litio 32-Li, é adicionado iodometano, numa
reacdo de adi¢do conjugada, produzindo uma mistura diasteroisomérica de 1-N-
[(S)-a-feniletil}-3-N-fenil-(5S)- metil-1,3-imidazolidin-2,4-diona (33} e 1-N-{(S)-a-
feniletil]-3-NV-fenil-(5R)-metil-1,3-imidazolidin-2,4-diona (34), na proporgéo 93.7,
cujos compostos s&o separados por cromatografia flash.
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e . ;
+ Bkl e ch\ i

32-Li

+o- cromatografia
+  CHyl kit
flash

32-Li 33

Esquema da reagdo de sintese do composto 32 para o
composto 33.

Seguindo de acordo com a Figura 14a, o isdmero {S,5)-33 da hidantoina é
novamente aiquilado. Reage-o com n-Buli na presenga de diisopropilamina e
tetrahidrofurano, formando o enolato de litic da hidantoina metilada 33-Li. Cloreto
de (3,4-dimetoxi)-benzila é adicionado, formando uma mistura diasterocisomérica
de 1-N-{(S)-a-feniletil]3-V-fenil-(4R) (36) e (4S)-(3,4-dimetoxi)benzil-4-metil-1,3-
imidazolidin-2,4-diona (35}, na proporgdo 1:1, separados por cromatografia flash.
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Esquema da reacdo de sintese do composto {S5,5)-33 para os
compostos 35 e 36.
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Finaimente cada diastercisdbmero da hidantoina dialquilada é hidrolisada na
presenga de Hi como catalisador. Com isso ambos grupamentos amida sio
clivados, o grupo feniletila é removido e ocorre desmetilacdo no anel aromético.
Para obter o aminoacido puro, a mistura é exposta a uma resina trocadora de fons
acidica, e os aminoacidos estando na forma de cations (pH &cido) ficam retidos na
resina. Apss s&o realizadas lavagens na resina com solucgo de NH; para liberar o
aminoacido {S)-{-}-6.
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10-120°C
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P
+
+ \OH
HO— . CHgH c /COzH
HsCg —CHp~CHy  + HO—-—-—-I P HZNJ \CHS
{S}{-}-6

Esquema da reacdo de sinfese do composto 35para o
composto {S)-{-}-6.
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3. DETERMINAGAO DE o-METILDOPA — METODOS DE ANALISE

A o-metildopa apresenta-se na forma de cristais incolores ou quase
incolores, ou po fino branco a branco-amarelado

A solubllidade em varios solventes & temperatura ambiente s8o mostradas
na tabela 2 (USP 25, 2002; Farmacopéia Brasileira, 1996, Martindale, 1996
European Pharmacopoeia, 2002).

TABELA 2, SOLUBILIDADE DE a-METILDOPA

Solvente Solubilidade (ml/g)
Acidos minerais diluidos <19
Etanol Entre 100 e 1000
Agua Entre 1000 a 10000
Eter > 1000

A a-metildopa apresenta faixa de fusdo entre 306 e 308°C (Stone & Porter,
1967). Seu espectro no ultravioleta apresenta maximo em 279 nm no meio aquoso
acido, e em 302 nm no meio aquoso basico (Figura 15). O espectro no
infravermelho apresenta os principais picos nos comprimentos de onda 1600
(deformacgo axial de C—C do anel aromatico), 1288 (deformacao axial de C—O
do &cido carboxilico), 1395 e 1410 (deformagdes angulares de O—H do acido

carboxilico}, 1530 (deformac8o axial assimétrica do anion carboxilato (C":QE,
1123 (vibracbes axiais de C—C) cm™ (pastilhas com KBr} (Figura 18). E o
espectro de massa possui picos em miz (Clark’s Isolation and identification of
Drugs, 1986): 42 (C;H20); 44 (CH3CHNHa, {CHa)oN); 51 (C4Hs); 77 (CeHs);

: O . ot
gg CH2z—C—O0CoHs " H . g4 123 CeHs—C—0O " 2H

>
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Diversas técnicas s@o descritas para guantificacdc de o-metiidopa em

comprimidos, desde as mais simples até as que exigem apareihagem sofisticada e

técnicos especializados.

Absorbance

i Y
230 275 300 325 358
Wavelength

Figura 15. Espectro ultravioleta de
a-metildopa. Meio dcido aquoso
— 279 nm; meio alcalino aquoso
... 302 nm.
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Figura 16. Espectro infravermelho
de a-metildopa {pastilhas de KBr).
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3.1. Testes colorimétricos para identificagio de o-metildopa

1- Clark’s Isolation and Identification of Drugs cita alguns reagentes que,
reagindo com a-metiidopa, formam diferentes colorages. Com nitrato de prata
amoniacal a mistura apresenta coloragéo marrom avermelhado a preto devido ao
oxido de prata formado. Essa reaco pode ter interferéncias de agloares, que
também podem ser reduzidos quando reagidos com nitrato de prata em meio
alcalino, com formac&o de dxido de prata (Feigl, 1954).

Com cloreto férrico em meio acido apresenta coloragdo verde devido ao
complexc de Fe* com a-metildopa formado. Com hidréxide de potassic
metanslico apresenta coloraco amarela a laranja devido ao produto formado da
oxidagao de a-metildopa.

2 - Na Eurcpean Pharmacopoeia, o teste consiste em misturar 5 mg de
a-metildopa com 5 mL de acido cloridrico 1 mol/L e 5 ml. de agua. Em seguida
adiciona-se 0,1 mL de solugio de nitrito de sédio 100 g/L contendo 100 g/l de
molibdato de amoénio resultando em coloragéo amarela, que se torna vermelha-
acastanhada apos adi¢io de hidroxido de sédio.

3 -~ A USP 25 apresenta o teste adicionande & 10 mg de o-metildopa, 0,15
mi de uma solucdo de ninhidrina 1:250 em &cido sulfurico produzindo coloragéo
parpura escura em 5 a 10 minutos, que apds adicgo de 0,15 mL de agua muda
para amarelo palido acastanhado. Esse teste serve também para identificar
a-metildopa em comprimidos (USP 25, 2002). Na reacéo ocorre a clivagem do
aminoacidoc acompanhada pela redug8o da ninhidrina. A cor parpura observada &
devido & presenga de bis-1,3-diacetoindenil (Feigl, 1954).

7
C\\ fC
g8z 1)
£
&%
§ &

bis-1,3-diacetoindenil
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4 - De acordo com a British Pharmacopoeia adicionando ao pé obtido do
comprimido triturado, 0,1 mL de solucéo de cloreto férrico hexahidratado 10,5%
miv e B mbL de solugdo 0,4% m/v de acido cloridrice 0,1 mol/L, resulta numa
coloragdo verde, gue, com excesso de ambnia 5 mol/L muda para purpura ou com
excesso de hidréxido de s6dio 5 mol/l muds para vermelho.

3.2. Testes cromatograficos para identificacdo e quantificacéo de
a-metildopa

1 — Na matéria-prima de a-metildopa e no comprimido

A a-metildopa também pode ser identificada pelo método de separagéo por
cromatografia em camada delgada, frente a um padréo. Na British Pharmacopoeia
usa-se placa coberta com celulose microcristalina, fase movel composta por
i-butanol: Aacido acético glacial: agua (50:25:25) sendc as manchas
cromatograficas reveladas com mistura de 50% de solugdo de cloreto férrico
hexahidratado a 10% e 50% de solucdo de hexacianoferrato (lil} de potassio a 5%.

A principal impureza que pode ser encontrada junto com a a-metildopa, e
que estéd presente devido ao processc de sintese & a (S)-(-)-3-metoxi-4-
hidroxifenilalanina (3-O-metilmetildopa). A pureza de o-metildopa deve ser
verificada e para isso ha meétodos analiticos por cromatografia em camada
delgada (Farmacopéia Brasileira, 1996; USP 25, 2002; European Pharmacopoeia,
2002). E especificado a presenca de, no méximo, 0,5% de 3-O-metilmetildopa na
c-metiidopa sintetizada.

A pureza enantiomérica do principio ativo é muito importante para ©
monitoramento da qualidade do medicamento. No caso de a-metildopa, 0 isbmero
L- é o que interessa pois é 0 que possui atividade farmacolégica. As farmacopéias
possuem especificagbes para medidas de rotagdo Stica. Segundo a European
Pharmacopoeia, (2002) uma solugdo de L-a-metildopa em solucdc de cioreto de
aluminio 650 g/l pH 1,5 deve formecer um anguioc entre -1,10° e -1,23°. A British
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Pharmacopoeia (1993} estipula um valor entre -0,98 e -1,09 de rotagdo btica para
L-a-metildopa em cloreto de aluminic. Um problema neste teste é que a solucdo
de cloreto de aluminio utilizada é exremamente viscosa, dificultando o
preenchimento da cela e diminuindo a fransmissdo de energia para 20%. Ainda se
& substancia contém alguma impureza que promove uma certa cor na solugdo
preparada, a leitura no polarimetro & totalmente prejudicada (Gelber & Neumeyer,
1983).

Martens e colab. desenvoiveram um método simples por cromatografia em
camada delgada para identificacdo de D-a-metildopa e L-a-metildopa usando
placa com fase estaciondria quiral (CHIRALPLATE®), uma mistura de
metanol.agua:acetonitrila (5:5:3) como fase mével, e ninidrina 0,1% como
revelador cromatogréfico. Us resultados apresentaram R=0,46 para L-o-metildopa
& 0,66 para [-a-metildopa. Além de consistir num teste de identificacdio, também
pode ser utilizado para quantificacdo por densitometria.

As cromatografias gasosa (CG) e liquida de alta eficiéncia (HPLC) também
podem ser utilizadas na separagdo de enantidmeros, apesar de serem métodos
que consomem bastante tempo e requerem equipamento de alto preco (Martens e
. colab., 1986). Gelber & Neumeyer (1983) desenvoiveram um métode por HPLC
usando uma fase mével quiral constituida de L-fenilalanina e sulfato de cobre (ilje
coluna Cqa.

Uma vantagem da técnica por HPLC sobre medidas de rotagdc 6tica é a
especificidade, que € comprovada pelo comportamento das impurezas presentes
no produto {Gelber & Neumeyer, 1983). No caso da a-metildopa, uma impureza
especificada € a 3-0O-metilmetildopa (USP 25, 2002). Esta, pelo método de Gelber
& Neumeyer elui muito depois que a D- e a L-a-metildopa. Deve-se ter os devides
cuidados com a coluna em relag@o a sua limpeza ap6s a analise para que toda a
fase movel seja removida. E, além disso, ndo permanecer com a fase mével na
coluna quando néo tiver fluxo, pois isto diminuira o tempo de vida desta coluna. A
necessidade de vérias horas para a fase mével atingir o equilibrio no sistema
cromatografico prejudica a técnica proposta.



Capitulo ll-introducdo 3. Determinaco de_a-metildopa — Métodos de Andlise 83

O fator de retencdo (K') para D-a-metildopa foi 1,8 e para L-a-metildopa foi
2.6 O fator de separacaoc foi 1,2 e a resolugéo apresentou vaior de 1,9. A técnica
apresentou boa exatiddo com diference menor de 0,5% entre a quantia
recuperada e a adicionada, sendo linear no intervalo de concentragdo entre 0.5 e
1,0 mgiml de o-metildopa com coeficiente de correlaco linear igual a 0,996. Cs
limites de quantificacdo e deteccdn foram de 0,42% de D-g-metiidopa na mistura
D- + L-o-metiidopa (Gelber & Neumeyer, 1983). Enfim, este método permite uma
andlise qualitativa e quantitativa, se feita uma curva de calibragdo ou comparagéo
com padrac e teste limite para impurezas. Uma grande importancia deste método
é que ele permite andlise da impureza 3-O-metiimetildopa.

Podemos citar ouiros métodos para andlise de isdmeros Gticos,
encontradas na literatura. Abe e colab. desenvolveram um método por
cromatografia gasosa para andlise de aminoacidos, utilizando uma coluna capilar
de vidro da marca Chirasil-Val, hélic como gas de arraste, & detector por ionizacéo
em chama. Nesse caso sdo determinadas as razbes df dos aminoacidos
presentes (Abe e colab., 1993}

Outro métode que determina D- e L-aminoacidos, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, utiliza isctiocianatc de 7-N,N-sulfonildimetilamino-4-
(2,1,3-benzoxadiazolil) (DBD-NCS) como reagente derivatizante separando com
uma coluna de ciclodextrina fenilcarbamilada (Imai e colab., 1995).

Otsuka e colab. separaram e determinaram os isdmeros D- e L-&cido latico,
por HPLC, usando uma coluna de resolucdo enantiomérica TSK-gel Enantio L1
{Otsuka e colab., 1994).

Alguns antibidticos macrociclicos tém sido utilizados para determinacio de
isdbmeros oticos, por terem propriedades enatioseletivas. Eles sdo ligados
covalentemente ao gel de silica e resolvem misturas racémicas (Armstrong &
colab., 1994; Armstrong e colab., 1995). A pureza enantiomérica de dopa foi
determinada, empregandc HPLC, utilizando uma coluna Cqg e fase moével quiral de
N,N-dimetil-L-feniialanina e acstato de Cu (ll). Ou entdo utilizando uma coluna de
teicoplanina {antibidtico glicopeptideo) e como fase mbvel etanol-agua (65:35, viv).
Para o-metildopa, utilizou-se uma coluna de teicopianina e como fase mbvel,
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metanol-acido  acético-rietilamina  (1000:0,05:0,05, viviv) (Dolezalova &
Tkaczykova, 1999). -

Foi verificada a separacéo de D,L-aminoacidos, por HPLC em fase reverss,
utilizando ciclodextrinas como seletores quirais na fase mével (Watanabe e colab.,
2002},

Chen e colab. desenvolveram uma técnica de enantio-concentrago s
separacac de aminoacidos, por HPLC, utilizando uma coluna com particulas de
carbono adsorvida com seletor quiral. Os L-isdmeros passam pela coluna na -
presenca de Cu(ll} adicionado na fase mével para formar complexo quaternario
com ijon Cu(ll), seletor quiral e aminoécide {Chen e colab., 1999).

Outro metodo por cromatografia liquida eletrocinética com ciclodextrina
para separacio de aminoacidos racémicos consiste na derivatizacdo deles com
cloroformato de 1-(8-fluoreniljetil. A fase mdvel é composta de fosfato de sodio 10
mmolL™" (pH 6,8), com dodecilsulfato de sédio 25 mmolL™’ e acetonitrila 10-15%.
Os D-isdbmeros migram mais rapidamente do que os L-isdmeros correspondentes.
A detecgéo é por flucrescéncia (Chan e colab., 1995).

Para resolver aminodcidos N,N-dimetilados, dois métodos foram
desenvolvidos utilizando ressonancia nuclear magnética protonica. O primeiro
envolvendo a conversic dos aminoécidos em diasteroisémeros através da reacac
com metil (S)-(+)-mandelato. No segundo método, os aminoacidos sdo amidados
com 3,5-dinitroanilina, e a analise pela ressondncia nuclear magnética H-1 é
realizada com a adi¢ao de um agente quiral,o (R)-{~)-1-(9-antril}-2,2, 2-trifluoretanoi
{Ang & Low, 1991).

A a-metildopa pode ser determinada por HPLC com deteccdo no UV, com
teobromina como padrdo interno. Este método é também utilizado para
comprimidos da associagéo de metildopa com hidroclorotiazida, pois as duas
substancias s&o detectadas na mesma corrida cromatogréafica com tempos de
retencgio diferentes, 4 minutos para metildopa e 7 minutos para hidrociorotiazida,
sendo que o tempo de retengdo é de 9 minutos ou mais para o padrdo interno
tecbromina. E um método oficial com a vantagem de se poder analisar dois
compostos contidos num comprimido com um s6 método, utilizando as mesmas
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amostras, padrdes e condicbes (Official Methods of Analysis of the Association of
Official Analytical Chemists, 1990).

Um estudo cinético de degradacdo a o-metiidopa em fungdo da
temperatura, pH, umidade e exposicdo a radiagdo ultravioleta foi realizado
aplicando-se a técnica por HPLC com detecgdo no ultravioleta (Metwally & Belal,
1982). O método pode ser aplicado na determinacac de metildopa e da impureza
3-O-metilmetildopa em produtos farmacéuticos. Apresenta linearidade entre &
200 pg/mb tantc de metildopa como de impureza, e coeficiente de correlacéo
0,998. E um método preciso com desvio padrio relativo de 0,54% para
o-metildopa e 0,62% para 3-O-metilmetildopa, e também com boa exatiddo com
recuperacéo entre 99,7 e 100,2% para o-metildopa e entre 99,5 e 100,1% para
3-O-metilmestildopa. Cada comrida cromatografica € de cerca de 11 minutos, sendo
gue o tempo de retencio € de 4,35 minutos para a-metildopa e 8,83 minutos para
3-O-metilmetildopa. Produtos de degradac@o de metiidopa aparecem em 0,88,
1,01, 1,15, 1,25, 1,577, 2,57, 3,41, 4,04, 5,43, 5,96, 8,12 e 10,54 minutos numa
coluna pBondapak Cs 150 x 4,6 mm (5um). A grande vantagem deste método
sobre os métodos espectrofotométricos é a especificidade, além do fato de os
produtos de degradagéo ndo interferirem na analise, e de n&o serem necessarios
ajuste de pH e controle de temperatura.

2- Em plasma humano

Para analise de o-metildopa em plasma humano, num estudo de
bicequivaléncia e monitoramento no organismo, €& usada a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), por ser mais sensivel e seletiva,
num meic onde ha muitos interferentes presentes que podem prejudicar a analise.
Podem ser usados diferentes detectores como, por exemplo, fluorescéncia (Rona
e colab., 1996) e eletrospray em espectromeiria de massa (Oliveira & colab.,
2002). Essas técnicas apresentam as desvantagens de exigirem aparelhagem
cara e pessoal altamente qualificado para utilizé-la.
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A técnica apreseniada por QOliveira e colab., quantifica a-metildopa em
plasma humano utilizando HPLC em espectrometro de massa com eletrospray.
Nesse caso € necessdrio um limite de quantificac@o bastante baixo, e foi
encontrado 20 ng por mL de plasma, o suficiente para o teste de bicequivaléncia.
O método foi validade, apresentando boa precisio intra-dia com resultados de 7,3,
5,4 e 4,3% e inter-dia com resultados de 7.7, 0,5 e 0,7% para concentragbes de
30, 800 e 3000 ng/mlL, respectivamente. Apresentou boa exatiddo com resultados
intra-dia de erro relativo de 0,8, -1,3e-2,0% e inter-diade 0,2, -1,1 e -2,2% para
as mesmas concentracbes do teste de precisdo. A curva de calibracdo é linear
entre 20 e 5000 ng/mL. Uma grande vantagem foi o tempo da corrida
cromatografica de 5,5 minutos, bem menor em relagdc ao método de Rona e
colab., que foi de 35 minutos. Outra vantagem foi ¢ modo simples de preparar a
amostra, centrifugando para precipitar sélidos e extraindo impurezas lipofilicas
com diclorometano, ndo necessitando de exiracdo da amostra com fase sdlida
como o método de Rona e colab..

A metodologia de Rona e colab. também quantifica a-metildopa em plasma
humano sé que utilizando HPLC com deteccdo em fluorescéncia. O limite de
quantificagao é de 10 ng por mL de plasma, mais baixo que ¢ apresentado pela
técnica de Oliveira e colab.. O método foi validado, apresentando boa precisao
infra-dia com desvios padréo relativos iguais a 7,12, 5,13, e 4,75% para
concentragdes de 35, 200 e 2000 ng/mL, e inter-dia com resultados de 18,35, 5,97
e 0,82% para concentragdes de 10, 500 e 3000 ng/mL, respectivamente.
Apresentou boa exatidéo intra-dia com recuperagdo de 100,86% (erro relativo =
0,8%), 108,15% (erro relativo = 8,2%) e 103,62% {errc relativo = 3,6%), para
concentractes de 35, 200 e 2000 ng/mL, e inter-dia com 109,02% (erro relativo =
9.0%), 101,16% (erro relativo = 1,2%) e 99,98% (erro relativo = -0,02%) de
recuperacac para as concentra¢des de 10, 500 e 3000 ng/mL, respectivamente. A
curva de calibrag&o ¢ linear entre 10 e 3000 ng/mL, com coeficiente de correlacio
linear 0,999.

As desvantagens s&o o tempo de cada corrida cromatografica que & longo,
3% minutos, e foi definido através de um programa de gradiente, exigindo que o
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aparelho de HPLC faca eluigdo por gradiente, e a extragdo da amostra & realizada
com fase sélida, o que encarece mais a técnica.

Os parémetros validados do métedo foram 8o eficazes quanto os do
método proposto por Oliveira e colab.. A grande vantagem deste método € o
preparc da amostra, que é mais simples. Como a aparelhagem de HPLC tem
preco bastante alto, 2 escolha de um método a ser utilizado deve ser avaliada de
acordo a disponibilidade do laboratdric. Um HPLC com detector de fluorescéncia é
bem mais barato do que um HPLC acopladc a um especirémetro de massa, tem
alta sensibilidade, permite analise de tracos, boa estabilidade, é compativel com
eluicdo por gradiente, mas tem a desvantagem de ser seletivo. O espectrémetro
de massa, além de ter aita sensibilidade, estabilidade, sita seletividade com
possibilidade de andlise de compostos com picos sobrepostos, compatibilidade
com eluicéo por gradiente, @ um detector universal para HPLC.

3.3. Técnicas espectrofotométricas para identificacdo e
gquantificagdo de a-metildopa

A USP 25 e a Farmacopéia Brasileira contém um método
espectrofotométrico em que a amostra contendo a-metildopa € tratada com acido
sulfarico diluido e posteriormente forma um produto colorido numa solug@o de
tartarato ferrosc em tampédo pH 8,5. Nessa reacéo de tartarato com fons ferrosos
produz uma intensa coloracao violeta num pH basico, devido a formagdo de um
sal ou acido dihidroximaiéico, CO-H.C(OH)}=C(OH).COH {(Vogel, 1881). A leitura
da absorbancia é realizada em comprimento de onda de 520 nm. Na British
Pharmacopoeia apds exiragdo em acido sulfirico diluido, a a-metiidopa complexa
numa solugdo de citrato-sulfato ferroso em tampao glicina e a leitura é feita em
545 nm. A especificaco farmacopeica informa que um comprimido de metiidopa
contém, no minimo 90%, e no méximo 110% da quantidade rotulada de metildopa
no produto farmacéutico (USP 25, 2002, Farmacopéia Brasileira, 1996).

Ha vérias outras referéncias gue fazem uso do método ‘espectofotoméiréco
na andlise de comprimidos de a-metildopa (Berzas e colab., 1997, Issopoulos,
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1990; Vieira & Fatibelio, 1998; Nevado e colab., 1995; Helaleh e colab., 1997;
Walash e colab., 1985). Esta técnica exige seletividade, pois 0s excipientes dos
produtos farmacéuticos ndo podem inferferir e absorver no comprimento de onda
especificado no método.

Berzas e colab. desenvolveram um método espectrofolométrico de analise
por injec8o em fluxo com fluxe-interrompido para comprimidos de a-metildopa em
gue esta & dissolvida em solugdo tampdo acelato/acido acético pH 5,0, sofre
oxidag&o pelo ar atmosférico e hidrdlise devido & adicdo de hidréxido de sédio
diluido. O carregador de amostra € dgua, o reagente cromogénico € NaQOH 0.6
mol/l. & 60°C, e a leitura & realizada, trinta segundos ap6s a injecdo da amostra,
parandc a bomba manualmente, num comprimento de onda de 380 nm. Este
método apresenta linearidade entre 2,0 x 10° e 2,0 x 10 mol/L com coeficiente de
correlacio linear 0,998, limite de quantificacdo de 4,3 x 107 molL e limite de
deteccdo 1,3 x 107 moliL. Os excipientes da amostra n3o interferem na analise e
& uma técnica apropriada para aplicagbes analiticas de rotina. A técnica com
injecdo em fluxo permite determinacbes répidas e muitas amostras podem ser
analisadas por dia. Suas desvantagens séo a faita de seletividade pois também
determina dopamina com absorcac no mesmo comprimento de onda. Além disso,
métodos automatizados cinéticos, como analise com injecdo em fluxo podem
necessitar da resolugdo de problemas de instabilidade para que medidas
espectrofotométricas reprodutiveis do composto colorido em meio alcalino possam
ser obtidas. O sistema com injecdo em fluxo é susceptivel & formacao de bolhas,
incidindo sobre a reprodutibilidade das medidas, o que faz com que a atencgéic do
analista esteja voltada para a corregdc de problemas com os tubos que
transportam as solugbes, com a estabilidade da pulsacio da bomba, e com a
auséncia de bolhas na cela do detector.

As condi¢des do sistema foram otimizadas: a concentracéo de 0,8 mol/L de
hidréxidd de s6dio mostrou maior sensibilidade numa concentracdo de 2,0 x 10*
mol/L. de a-metildopa; o comprimento do reator escolhido foi de 1,0 m, pois
fornece um sinal adequado, embora 0 aumento do reator aumente o tempo de
interrupgdo; o volume a ser injetado foi de 350 ul pois o sinal aumentou com
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volumes até 300 ul permanecendo éonstante para volumes maiores; o fluxo
estabelecido foi de 1,25 mL/min considerando que a influéncia do mesmo no sinal
analitico & minimo, e guando é aumentado, a largura do pico e o tempo de
interrupcdo diminuem, e o intervalo entre as medidas pode ser aumentado,; a
temperatura de 60°C durante as medidas foi a mais apropriada, observando que a
velocidade de reacdo aumenta com o aumento da temperatura. E um método com
menor precisdo, com desvic padrao relativo de 2,8 x 10, quando comparado com
outros métodos espectrofotométricos (Nevado e colab., 1985, Issopoulos, 1980). A
exatidao do método néo foi verificada.

Outro método especirofotométricc por injecdo em fluxo & baseado na
oxidacio de a-metildopa utilizando metaperiodato de sédio. O composto formado
tem absorg&o méxima em 473 nm. Este & um método barato & répido, com andlise
de 130 amostras por hora (Nevado e colab., 1995). A curva de calibracio foi linear
entre 5.0 x 10% e 1,0 x 10™ mol/L, um intervaio maior e que abrange todas as
concentracdes do método por Berzas e colab., com coeficiente de correlacao
linear de 0,9999, um resultadc também methor do que o méitodo de Berzas e
colab. por inje¢do em fluxo. O limite de quantificacdo de 1,1 x 10° mol/L e limite de
deteccdo 3,2 x 10" mol/L s&0 maiores do que os limites de detecgdo do método de
Berzas e colab., mas para analise de principio ativo no comprimido de a-metildopa
ndo ha relacdo de maior eficiéncia com menores limites de quantificacdo e
deteccéo, visto que a quantidade na forma farmacéutica é muito grande. A técnica
possui boa precisdo apresentando desvio padrioe relativo em tomo de 0,5%, e boa
exatiddo com recuperacdo de 89 a 105% para concentracdes de 2,0 x 10 moliL.
Foi realizado um teste com 0s excipientes possiveimente enconirados nas
formulagbes farmacéuticas, como glicose, fruiose, sacarose, amido,
polietilenoglicol, cloreto de sddio e suffito de sddio, e, como no método de Berzas
e colab., nenhuma dessas substancias interferiram no métode proposto. A
vantagem sobre ¢ método de Berzas e colab. é a leitura direta da absorbancia
sem ter o comprometimento de parar o fluxo no momento certo.

Issopoulos desenvolveu um método que determina o-metildopa em
concentracles de 50 a 2500 mg/l. Esta & oxidada por ferro (lii), usando
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Fe(phen):”. Nesta reac@o, os dois hidrogénios das hidroxilas fendlicas s&o
removidos formando uma o-quinona. O ferro (lIl) € reduzido pelos hidrogénios
fendlicos da o-metildopa a ferro (Il), gue forma um complexo com o-fenantrolina
resultandc num triscomplexo [Fe(l)-(o-fenantrolina)s]”* em meio &cido (pH 5,0),
com absorgdo méaxima em 510 nm. Este complexo, também chamado ferroing,
consiste num quelato de coloraggo vermelho-alaranjado.

ol estudado o efeito do pH sobre a absorbéncia e verificou-se que de 4,0 a
8,0 o sinal é praticamente constante. Em pH mais &cido ou mais bésico a
absorbancia diminui devido a incompleta formacdo do complexc em pH baixo e
hidrolise do complexc em pH alto (14-16). Portanto o pH escolhido foi 5,0
Tambeém foi verificado o tempo de reacéio e temperatura ideais para a formacéo do
complexo. Na temperatura de 50°C deve-se aguardar 40-50 minutos, e 3
temperatura ambiente s80 necessarios de 70 a 80 minutos.

O método se mosirou com boas exatiddo e precisdo. O desvio padrdo
relativo entre as quintuplicatas foi de 1,56% para solugbes com 100 ug/L, 1,20%
para solugdes com 1000 pg/ll e 0,61% para solugdes com 2000 ug/l. A
recuperacao foi considerada satisfatoria, dentro do limite de confianga calculado
para cada concentragéo.

Suas vantagens s&0: o complexo Fe(phen);™ & facilmente preparado e é de
baixo custo; a coloragio medida é estével por 24 horas (issopoulos, 1990). A lei
de Beer & obedecida nas concentracfes entre 50 e 2500 ppb e o coeficiente de
correlacao linear foi de 0,9999. O método proposte foi comparado com o método
de referéncia farmacopeico, e a diferenca nio foi significativa num nivel de
confianga de 95%.

Devido ao seu baixo limite de deteccéc e curva de calibraggo linear em
concentracbes t8o baixas, faz com que esse métode possa ser empregado em
controle de limpeza dos equipamentos industriais, j& que esse fato &
importantissimo no processo de produg@ic em que a mesma maquina é utilizada
para fabricar muitos outros comprimidos com diferentes principios ativos.
Geralmente esse teste de controle de qualidade da limpeza de equipamentos &
sempre realizada por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia, pois
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apresentam limites de deteccéo e guantificacao muito baixos (Official Methods of
Analysis of the Association of official Analytical Chemists, 1980). No entanto, o
procedimento de Issopoulos apresenta desvantagens como ndo ser especifico
para a-metildopa, pois também & utilizado para levodopa e carbidopa, e fambém
por possuir ¢ inconveniente de ter que deixar a mistura de reacas em banho-maria
& 50 + 0,5°C por 45-50 minutos, consumindo bastante tempo em relacdo acs
método por injecdo em fluxo (Berzas e colab., 1897; Nevado & colab., 1995).

Nagaralli e colab. também desenvolveram dois métodos semelhantes ao de
issopoulos, baseados na medida de aborbancia dos produtos [Fe(il)-(o-
fenantrolina)sl®* (primeiro método) e [Fe(ll)-(bipiridila)s}** (segundo método) obtidos
da oxidagio de o-mefildopa por Fe® presentes em 1,10-fenantrolina e 2,2"-
bipiridila @ que absorvem em 510 e 522 nm, respectivamente. A lei de Beer &
obedecida nas concentragbes entre 60 e 1100 ug/l. com coeficiente de correlacio
linear de 0,9993 para o primeiro método e enire 40 & 1300 e 00,9992 para o
segundo, sendo que o método de issopoulos abrange uma concentracdo maior de
o-metildopa que € de 50 a 2500 ug/L. |

A precis@o dos métodos propostos por Nagaralli e colab. foi muite boa com
desvios padrbes relativos menores de 1,0% calculados de cinco replicatas.
Comparado com © método de referéncia da United States Pharmacopoeia, n&o foi
observada quaiquer variac¢ao significativa entre os métodos.

O primeirc método em que é medida a quantidade de [Fe(ll)-(o-
fenantrolina)s]** formado difere do método de Issopoulos somente na preparacao
das solugbes. issopouios ajusta o pH em 5,0 e usa a temperatura de 50°C por 40~
50 minutos, enquanto que Nagaralli e coiab. utilizam agua e nao ajusiamopH e
usam a temperatura de 80°C por 15 minutos.

Vieira & Fatibello, num processo enzimético, utilizaram extrato bruto da raiz
de batata-doce, que possui a enzima polifenol oxidase. Esta enzima catalisa 2
auto-oxidagdo de o-metildopa a metildopaquinona, que € convertido a
leucometildopacromo. Esie, por sua vez, é oxidado a metildopacromo, que
absorve em 480 nm. Na curva de calibragéo a linearidade foi apresentada entre
2,0 x 10 e 6,0 x 10° moliL e cosficiente de correlacio linear 0,9990. O limite de
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deteccéic & de 3.4 x 10° molL. A técnica apresenta boa exatidao & gue =
recuperagao foi de 97,5 a 102,9% da gquantidade adicionada. Apresenta também
boa precisdo visto que o desvio padrao relativo entre dez replicatas foi de 1,27%.
O metodo proposto foi comparade com o método de referéncia farmacopeico
apresentando erro relativo de —-2,2% A atividade da enzima pode variar de acordo
com o procedimento de extracdo e o meio utilizado. Esta atividade foi maior com
uma proporcac de 4:1 v/m de tampao ftecido e com o tamp&o na concentracio de
0,1 melil pH 7,0. E exigido a adigio de um protetor efou agente estabilizants no
extrato para evitar que compostos fendlicos naturais e a oxidagéio pelo oxigénio
atmosférico diminua a atividade da enzima. Para isso foi utilizado Polyciar SB-100
2,5:250 m/m, polivinilpirrolidona que remove os compostos fendlicos naturais
contidos no exirato, e que deve ser purificado antes da utilizaggo.

A leitura da absorbancia deve ser realizada com dez minutos de reacdo
pois, apos este tempo, a absorgdo decresce vagarosamente com a conversdo de
metildopacromo para $,6-dihidroxindol, indol-5,6-quinona e finalmente melanina,
como segue na Figura 17. A concentragdo, pH e temperatura otimos foram
determinados, sendo que a concentragdo de enzima escolhida foi de 39
unidades/min pois de 37 a 39 unidades/min o sinal de absorbancia aumenia e
estabiliza de 39 a 62,6 unidades/min. O pH étimo para a atividade enzimatica é
7,0, e a temperatura de 25°C foi utilizada, sendo que de 15 a 25°C a atividade
enzimatica aumentou e entre 25 e 50°C houve declinic devido & inativacdo
enzimatica. Foi realizado um teste com os excipientes possivelmente encontrados
nas formulaches farmacéuticas, como glicose, frutose, lactose, amido,
polietilenoglicol, cioreto de sédio e estearato de magnésio, € nenhuma dessas
substéncias interferiu no método proposto.

E um método que substitui reagentes cromogénicos e/ou biosensores
(Vieira & Fatibellc,1998). Apresenta desvantagens como ser um método moroso
exigindo varias efapas como a preparacdo da raiz, extragdo da enzima e
determinag&o da atividade enzimatica, que sZo processos que devem ser
seguidos uniformemente. Além disso, 2 preparagdo da mistura de reacso é
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realizada dentro da prépria cela onde é feita a leitura da absorbancia e esta deve
ocorrer apos 10 minutos, faz com que aumente o tempe da andlise.
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Figura 17. Compostos formados com a oxidagdo de a-metildopa.

A a-metildopa pode ser quantificada também por espectrofotometria em
produtos farmacéuticos através da reacdo com nitrato de cério (V) em acido
sulflrico & 80°C durante 25 minutos, com leitura num comprimento de onda de
55C nm (Helaleh e colab., 1997). O tempo de reac@o é menor que os 50 minutos
do método proposto por Issopoulos, ¢ que torna a andlise mais rapida. Esta
reacac € dependente da concentragdo do acido, sendo que a absorbancia da
solucao aumenta mais rapidamente com acidez mais alta e com o tempo de
aquecimento. A temperatura de 80°C foi a mais apropriada. Em temperaturas altas
(acima de 80°C) hé um risco de ocorrerem alteragBes quimicas indesejaveis
tornando a mistura de reagdo levemente turva, prejudicando a determinagdo. O
metodo obedece a lei de Beer em concentragdes ente 125 e 250 pg/mL de
metildopa. Determinou-se que a proporcdo metildopalcério (IV) a ser utilizada
seria de 1.3, com o que se obtém sinal mais intenso.
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A precis@o e a exatidao da iécnica foram avaliadas, resuitando em desvios
padrao relativos de 0,45, '6,15 e 0,12 e recuperacdo de 99,8, 99,9 e 99,7% para
concentragbes adicionadas de 12,5, 17,5 e 22,5 ug/mL, respectivamente. E um
método mais preciso & com de exatiddo que os de Nevado e colab., Vieira &
Fatibelio e issopoulos. Foi verificado se os excipientes do comprimido interferem
na analise, & nao houve qualguer alteracdo nas medidas de absorbancia. O
método proposto foi comparado com o métode de Issopoulos, e a diferenca née foi
significativa num nivel de confianca de 85%. Apresenta a desvantagem de ndo ser
especifico para metildopa, pois também é utilizado para levodopa. Mas é um
método reprodutivel, simples, preciso e sensivel para andlises de rotina (Helaleh e
colab., 1997).

Dois reagentes cromogénicos foram utilizados para formarem complexos
com a-metildopa, sendc p-dimetilaminocinamaideido (PDAC) e
p-dimetilaminobenzaideido (PDAB), em solugdo alcalina, ocorrendo absorgdo a
440 e 540 nm, respectivamente. Em meio alcalino a a-metildopa é convertida em
metildopaquinona, que reage com o reagente cromogénico, formando os
complexos metildopacromo p-dimetilaminobenzilideno quando reage com PDAB, e
metiidopacromo p-dimetilaminocinamilideno quando reage com PDAC (Walash e
colab., 1985). A reacéo € mais sensivel na presenca de tampao acetato pH 4,6 ou
solucio de acetatc de sédio 50% em metanol, j& que o uso de acetato de sédio
50% em metanol.agua diminui 0 sinal. Na temperatura ambiente mostrou-se
favoravel, pois temperaturas mais altas permitem leituras n3o reprodutiveis.

As tecnicas apresentaram precisdo com desvios padréo de 0,5% para o
métode com PDAC, e 0,4% para o método com PDAB. Boa exatiddo também foi
verificada com recuperacies de 99,08% para o método com PDAC, e 99,0% para
o método com PDAB. Esses métodos também s3o validos para andlise de
noradrenalina, com leitura também em 440 nm para o método com PDAC, e 420
nm para o método com PDAB. Foi declarado que o método proposto, utilizando
PDAB, mostrou diferenca significativa do método oficial utilizado, com respeito a
vaiores estatisticos (fe F).
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Métodos cinéticos com deteccio espectrofoctométricas também podem ser
utilizados para determinacéo de a-metiidopa, apesar de existirem em pequeno
namero devido & pouca atencdo dada a eles na determinacio de g-metildopa.
Helaleh e colab. desenvolveram um método cinético em que s80 feitas medidas
espectrofotométricas verificando o aumento da absorbéancia em 310 e 470 nm com
& reagio de o-metildopa com iodato de potéssio 4 30°C. Ocorre uma reacio redox
com a formagde de um composto amarelo cuja concentrago aumenta com 0
tempo. A absorbancia méxima é em 310 nm, mudando em seguida para laranja
com absorbancia maxima em 470 nm. A lei de Beer & obedecida em
concentragbes de a-metiidopa entre 125 e 750 mg/L e a recuperagio foi de 98,3 a
100,4 %. Ao ser comparado com ¢ método de referéncia (Essdpouios, 19890) para
n=5, em 310 nm apresentou recuperacio de 99,86%, R8.D. de 0,08% e fde 09
num grau de confianca de 95%, em 470 nm apresentou recuperacic de 99,99%,
R.8.D. de 0,045% e f de 0,07 num grau de confianca de 95%, enguantc que o
método de referéncia apresentou recuperacao de 100,2%, R.5.D. de 0,38% e fde
0,6 num grau de confianga de 95%. O valor de ¢ calculado ndo excedeu o valor
tedrico e isso indica a auséncia de qualquer diferenga significativa em termos de
exatidao (Helaleh e colab., 1998).

Outro método cinético para determinar a-metildopa foi desenvolvido por
Milovanovic e colab., baseado na reacéo entre perdxido de hidrogénio, molibdénio
(V) e a-metildopa, em solucdoc de tampéo carbonato pH 9,8, produzindo um
composto amarelo. A reagdc € acompanhada fotometricamente em 350 nm. O
método é eficaz em concentragfes entre 0,40 e 1,60 mg/L, apresentou desvio
padro relativo igual a 4,2%. Nao foi aplicade em comprimidos de a-metiidopa.

Helaleh, em 1999, desenvolveu um método cinético baseado na reagéo de
a-metildopa com hidroxide de sédio com formagéo de um produto amareio cuja‘
intensidade aumenta com o tempo e entdo decresce e finalmente muda para um
produto marrom clarc. A lei de Beer & obedecida num intervalo de concentragéo
de 10 a 100 mg/L. Apresentou desvio padrac de 0,48 mg/L, desvio padrio relativo
de 4,99 e recuperacdo de 100,1%. Variaveis foram estudadas como a
concentracdo de NaOH e temperatura ideais, sendc que com o estudo da
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temperatura a energia de ativacéo foi calculada como sendo 57,88 K cal’ mol™.
Comparadc com um meétodo de referéncia (Issopoulos, 1990), apresentou
recuperagdo de 100,5 % com desvio padrdo de 1 x 10° mg/L contra 100,0% e 3,8
ugft. do método de referéncia, e valores de f = 0,36 e F = 0,07 comparados com
2,447 e 6,39, respectivamente, tabelados (95%).

3.4. Técnicas titulométricas para guantificacado de a-metildopa

A pureza da o-metildopa pode ser verificada por um método por titulacao
colorimétrico segundo a Farmacopéia Brasileira e USP 25, Este método consiste
em dissolver com aguecimenic 200 mg de metiidopa em 25 mL de acide acético
glacial, esfriar até temperatura ambiente e adicionar 0,1 mL de solucgéo indicadora
de cristal violeta (violeta genciana) mais 50 mL de acetonitrila. Em seguida titular
com solugio volumétrica de acido percldrico 0,1 mol/l em acido acético glacial até
o aparecimento da coloragdo azul. Realizar um branco e caicular a pureza
considerando que cada mL de acido perclérico 0,1 mol/L corresponde a 21,12 mg
de a-metildopa.

Ja na European Pharmacopoeia, 200 mg de o-metiidopa sdo dissolvidos
numa mistura de 15 mL de acido férmico anidro, 30 mL de &cido acético anidro e
30 mL de dioxano. Segue-se a titulagdo com Acido percidrico 0,1 mollL aié
coloracéo verde, utilizando 0,1 mL de solucéo indicadora de cristal violeta.

Uma técnica muito simples desenvolvida para a determinagioc de
a-metildopa em preparagbes farmacéuticas é a titulacdo direta com
N-bromosuccinimida, usando-se vermelho de metila como indicador. Titula-se com
solugéc padronizada de N-bromosuccinimida até a coloracéc rosa desaparecer
totaimente. E feito um branco. Nesta reacdo a a-metildopa € oxidada pelo
reagente, e o indicador também reage com N-bromosuccinimida (Pathak e colab.,
1982). Quando toda a-metildopa € oxidada, o indicador & consumido e a solugdo
se torna incolor, indicando o ponto final. Por isso somente duas gotas de vermelho
de metila 0,04% devem ser utilizadas.
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O método apresenta precisdo de 1%, o gue € melhor que os desvios
padréo relativos de método espectrofolométricos (Vieira & Fatibello, 1988;
Issopoulos, 1980} e menos preciso que outros (Nevado e colab., 1895; Helaleh &
colab., 1997). Boa exatidao foi obtida, com recuperacio de 99,36 a 100,60%. Uma
boa vantagem para este método titulométrico é que os excipientes do comprimido
n&o interferem na determinacdo. Este métcdo tambem ¢ utilizado para determinar
propranclol, o que diminui sua seletividade.

Salem determinou o-metildopa por titulac@o através de sua oxidagdo com
metavanadato de amdnio em meio acide produzindo derivado aminocrémico.
Pode-se realizar uma titulagdo direta, em que o-metildopa € dissolvida em acido
cloridrico concentrado e titulada com metavanadatc de amdnio 0,02 mol/ll até
mudanca da coloracio do indicador, podendo este ser vermelho de metila ou
alaranjado de metila. Alternativamente pode-se fazer a detecgdo potenciométrica
do ponto final através dos eletrodos de calomelano e platina. Esta titulagao € mais
demorada (20 a 30 minutos) devido a lenta estabilizacéo dos eletrodos. Apresenta,
porém, a vantagem de poder ser utilizada para altas concentracbes de
o~-metildopa que sdo dificeis de titular com indicadores visuais. Na titulacac
indireta, a-metildopa € misturada com um excessoc de metavanadato de amodnic
0,02 mol/L. na presenga de acido cloridrico concentrado. Adiciona-se uma soluggo
de iodeto de potassio 20%, titulando o iodo liberado com tiossulfato de sddio 0,02
mol/L usando amido como indicador. Esta reacdo de o-metildopa com
metavanadato de amdnio também pode ser medida espectrofotomeiricamente em

485 nm apresentando-se linear entre 0,1 e 0,95 mg de a-metildopa.

3.5. Técnica potenciométrica para quantificacdo de a-metildopa

Neste meétode potenciomeétrico, a-metildopa forma complexo sollvel com
cobre (Hl), e 0 excesso de ions produzidos de cobre (i) € medido com um eletrodo
ion-seletivo de cobre (1) (Athanasioumalaki & Koupparis, 1984). Este método ndo

& seletivo pois mede a presenca de qualquer g-aminoécido gue forma complexc
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soluvel com cobre (li). A principal desvantagem dos métodos potenciométricos € a
ndo linearidade da curva de calibracdo. Apesar disso a curva de calibracéo
realizada com concentragdes entre 5 x 10% e 1,0 x 102 mollL de o-metildopa
apresentou equacio E (mV) = 237,0 + 30,81 log [a-metildopa)] com coeficiente de
correlacdo linear 0,9980. Por outro lado ¢ sinal € baixoe e o eletrodo é susceptivel 3
atague pelos agenies complexanies. O desvie padréo ficou entre 0,2 ¢ 0,4 mV
para quatro replicatas e o erro em 3%. Apresentou uma recuperacao de 97,1 a
101.1%, sem interferéncia dos excipientes da formulaco. |

3.6. Teste de dissolucdo de comprimidos de a-met_i!dapa

Outro teste muito importante no controle de gualidade de um produto
farmacéutico na forma comprimido é o de dissolugBo, em que determina-se a
quantidade de principio ativo que é liberada no meio de dissolugdo num
determinado tempo. A Farmacopéia Brasileira e a USP 25 contém o teste de
dissolugdo para comprimidos de metiidopa realizado com acido cloridrico como
meio de dissclugdo com tempo de duracdo de 20 minutos. A detecgio é feita por
espectrofotometria em 280 nm e comparada com a leitura de um padréo. A
especificacdo € que 80% de metildopa declarada no rétulo do produto deve
dissolver-se em 20 minutos. Com esse teste € possivel prever in vitro se ©
farmaco estara disponivel para ser absorvido in vivo.

3.7. Procedimento experimental de métodos de determinacio de
a-metildopa

A. Testes cromatograficos para identificacdo e quantificacdo de a-metildopa

a) Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia segundo Gelber &
Neumeyer:
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Preparo do padrio: transferir 125 mg de cada padréo {D- e L-metiidopa) para
dois balbes volumétricos distintos de 50 mL, dissolver e completar 0 volume com
fase movel. Pipetar 25 mL de cada solugdo para um mesmo balfo volumétrico de
100 mi., diluir e completar o volume com a fase mdvel. Filtrar uma porgao em
membrana filirante de 0,45um.

Preparo da amostra para comprimidos de 280 mg: a um comprimido de
a-metildopa num baldo volumétrico de 100 mL, adicionar cerca de 70 mi de fase
mével e agitar mecanicamente por 30 minutos para completa desintegracao.
Completar o volume com fase mével. Pipetar 25 mL da solugio para um baléo
volumétrico de 100 mL, diluir e completar o volume com a fase mdvel. Filtrar uma
porgo em membrana filtrante de 0,45um (concentracdo tedrica final = 0,625
mg/mL de a-metildopa;.

Preparacdo da amostra para comprimidos de 500 mg: a um comprimido de
a-metildopa num baléo volumétrico de 200 mL, adicionar cerca de 160 mL de fase
mével e agitar mecanicamente por 30 minutos. Completar o volume com fase
mével. Pipetar 25 mbL da solucéo para um baldo volumétrico de 100 mi, diluir e
completar o volume com a fase mével. Filtrar uma porgdo em membrana filtrante
de 0,45um (concentracdo tedrica final = 0,625 mgiml de a-metildopa).

Condigdes cromatograficas:

Fase mobvel. num baldc volumétrico de 1000 mlL adicionar 0,012 mol de
[ fenilalanina e 0,006 mol de cobre (iI). Dissolver e completar o volume com agua.
Filtrar e degaseificar.

Detecgéo: espectrofotdmetro de comprimento de onda em 280 nm.

Fluxo: 1 mb/min.

Coluna: Cis (250 mm x 4,6 mm D.L).

Volume a ser injetado: 20pl.
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b) Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo em

fluorescéncia segundo Rona e colab.:

Preparo do padrao interno: preparar uma solucio estogue de dopa 1 mg/ml em
acido percidrico 0,2 mol/L. Diluir em &cido perclérico 0,2 mol/L de modo a preparar

uma solugao de 10 ug/ml. Diluir novamente para obter uma solucdo de 1 pg/ml.

Preparo do padr@o: transferir 100 mg de padréo de a-metildopa para um baldo
volumétrico de 100 mL, dissolver e completar o volume com &cido perciérico 0,2
mol/L. (concentracdo = 1 mg/mL). Pipetar 1 mL para um bal8o volumétrico de 100
mL, diluir e completar o volume com 4cido perciérico 0,2 mol/L {concentracdo = 10
ug/mi.). Pipetar 1 mL para um balfic volumétrico de 100 miL, diluir e completar o
volume com acido percidrico 0,2 molil. (concentrago = 100 ng/mL.). Pipetar 1 mL
para um bal&o volumétrico de 10 mi, diluir e completar o volume com &cido
perclérico 0,2 mol/L {concentracdo = 10 ng/mL).

Para a curva de calibragdo, adicicnar para cada 1mL de plasma do branco,
quantidades de o-metildopa equivalentes a 0, 10, 100, 250, 1000 e 3000 ng
(oriundas das solugbes acima preparadas) e seguir como indica a extracdo do
plasma proveniente do preparo da amostra (logo abaixo).

Observacio: as solucbes estoque sao estaveis por 1 més em refrigerador & -20°C.
E as diluigbes s@o preparadas semanalmente e estocadas em refrigerador & 4°C.

Preparo do plasma do branco e da amostra: logo apds a coleta do sangue de
individuo sauddvel e livre da droga (para o branco) e dos individuos que tomaram
o comprimido de o-metildopa (para a amostra), prevenir a coagulacéo através da
adicdo de 15 mg de sal EDTA sédico para cada 15 mbL de sangue. O
anticoagulante (15 g} deve ser dissolvido em 0,15 mL de &gua destilada anies da
adicdo. O sangue tratado com anticoagulante € centrifugado & 1500 g por 10
minutos, é obtido o plasma, que deve ser armazenado & -20°C até o uso.
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Extracf@o do plasma: a 1 mL do plasma adicionar 1 mL de solugdo de padréo
interno @ 1 mbL de &cido cloridricc 1 mol/L. Homogenizar por 5 segundos em
agitador Vortex e despsjar para dentro de uma coluna de extracdo com fase sélida
Bond-Elut C18 {1 mL) previamente ativada com 1 mL de metanol e 1 ml. de acido
cloridrico 0,25 mol/L. Lavar a coluna com 0,2 mL de dgua bidestilada e secar com
fluxo de ar. Depois de 5 minutos de eluico carregar a coluna com 0,3 mb de acido
percidrico 0,2 mol/L : acetonitrila (21, viv) e recolher o eluato. Repetir este
procedimento para ¢ branco.

Condigdes cromatogaficas:

Fase movel

Soivente A = mistura de &cido heptanossulfonico sal sédico 5 mmol/L contendo
fosfato dihidrogénic de sédio 0,05 mol/l (pH 3,2, ajustado com acido fosfdrico 1
mol/L) com acetonitrila na proporgéo 85:5, viv.

Solvente B: acetonitrila.

TABELA 3. PROGRAMA DE ELUICAC

Tempo (minutos) Proporcdo de Proporgéo de Modo de eluicgo
Solvente A (%) Solvente B (%)
0-15 100 0 isocratico
15-18 100 a 25 0a7s gradiente linear
18-25 25 75 isocratico
25-32 25a100 75a0 gradienie linear
32-45 100 0 isocratico

Detecgdo: comprimentos de onda de excitagéo = 270 nm, e de emissdo = 320 nm.

Fluxo: 1,0 mbL/min.

Coluna: Nucleosil 7 C4s (250 mm x 4 mm D.L), e coluna de guarda 7 C-18 (30 mm

x4mmD.L),.

Volume a ser injetado: 100 ulL.

¢} Método por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao

espectrometro de massa segundo Oliveira e colab.:
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Preparo do padrao interno: preparar uma soiucéo de concentragac de dopafenil-
D3 10 pg/mlL em metanol-agua (50:50, viv) contendo solug&o de acido cloridrico 1
mmoi/l. na concentracdo de 1 mg/mi.

Preparo do padr8o: transferir 100 mg de padric de o-metildopa para um baldo
volumétrico de 100 ml., adicionar solucéo de acido cloridrico 1 mmol/L. de modo a
ficar numa concentragcdo de 1 mg/ml. Dissolver e completar o volume com
metanoi-agua (50:50, viv) {concentracdo = 1 mg/mL). Pipetar 1 mL para um baldo
volumeétrico de 100 mL, diluir e completar o volume com metanol-agua (50:50, viv)
{concentracéo = 10 ug/mL). Pipetar 1 mL para um balgo voluméirico de 100 mL,
diluir @ completar o volume com metanol-agua (50:50, viv) (concentracdo = 100
ng/mL). Pipetar 1 mL para um bal&o volumétrico de 10 mL, diluir @ completar o
volume com metanol-agua (50:50, viv) (concentragéc = 10 ng/mL). Pipstar 1 mL
para um balao volumetrico de 10 ml, diluir e completar o volume com metanol-
agua (50:50, viv) {concentragdc = 1 ng/mL).

Para a curva de calibrac8o, adicionar para cada 200 pui. de plasma do branco,
quantidades de a-metildopa equivalentes a 4, 10, 20, 40, 100, 200, 400 ¢ 1000 ng
(oriundas das solugbes acima preparadas) e seguir como indica a extragéo do
plasma proveniente do preparo da amostra (logo abaixo).

Observacdo. as solugbes de o-metildopa para a curva de calibragBo sdo
distribuidas em aliguotas de 1 a 5 mL para tubos Eppendorf e armazenadas em
refrigerador & -20°C até que sejam utilizadas.

Preparo do plasma do branco e da amostra: logo apés a coleta do sangue de
individuo saudavel e livre da droga (para o branco) e dos individuos que tomaram
o comprimido de a-metildopa (para a amostra), prevenir a coagulagdo através da
adic8o de heparina sédica. O sangue tratado com anticoagulante é centrifugado &
2000 g por 5 minutos & 4°C, e € obtido o plasma, que deve ser armazenado a
-20°C até o uso.
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Extracdo do plasma: primeiramente aguardar para que o plasma esteja
descongelado e a temperaﬁura ambiente. A 200 uyl. de plasma contido num tubo de
vidro descartavel (ndo siliconizado & de 15 mL) adicionar 200 ul de agua ultra
pura, 50 pl. de solucdo de padrdo interno e 50 pl de acido percidrico 10% viv.
Homogenizar em agitador Voriex e para extrair impurezas lipofilicas, adicionar 4
ml de diclorometanc. Misturar em agitador Vortex por 40 segundos. Centrifugar &
2000 g por 10 minutos e 200 ul da camada aquosa (superior) s&o transferidas
para o microvial do auto-amostrador do HPLC.

Condigdes cromatograficas:

Fase mbvel: misturar acelonitrila-dgua (10:90, v/v) e adicionar acido formico de
modo a obter 10 mmoi/L.

DeteccBo: especirdmetrc de massa equipadc com fonte de ionizagBo por
eletrospray.

Fluxo: 0,15 mU/min.

Coluna: Genesis Cis4 p (100 mm x 2,1 mm D.1), e coluna de guarda 7 C-18 (30
mmx 4 mm D.1),.

Volume a ser injetado: 40 pl.

d) Método por cromatografia liquida de aita eficiéncia segundo Official
Methods of Analysis of the Association of official Analytical Chemists:

Preparo do padrdo: transferir cerca de 50 mg de padréo de a-metildopa anidra,
cuidadosamente pesados, para um baldo volumétrico de 100 ml.. Adicionar 70 mL
de metanol-adgua (1:1), colocar em ultrassom até completa dissolucdo, agitando
ocasionalmente. Esperar esfriar & temperatura ambiente, diluir & completar o
volume com metanol-agua (1:1). Misturar e filtrar uma porgdc em membrana
filtrante de 0,45um.

Preparo do padrao interno: transferir cerca de 22 g de teobromina para um baigo
volumétrico de 100 mb. Adicionar 80 mL de fase mdvel, aguecer levemente em
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banho-maria com agitagdo ocasional até dissolver, Esfriar, diluir @ completar o
volume com fase movel.

Preparo do padrao de o-metiidopa + padréo interno: transferir 4 mL de solucio
padréo de metildopa ¢ 5 mL de solugio de padro interno para um baldo
volumétrico de 25 ml, diluir e completar o volume com fase mdvel. Misturar ¢
fittrar uma porcic em membrana filtrante de 0,45um.

Preparo da amostra pesar e pulverizar alguns comprimidos de a-metildopa.
Transferir o equivalente a 125 mg de a-metildopa para um baldc volumétrico de
250 mi., adicionar cerca de 170 mL de metanol-adgua (1:1), colocar em ultrassom
agitando ocasionaimente durante o mesmo tempo, no minimo, gasto para
dissolver o padrdo. Completar o volume com metanol-dgua (1:1) e filtrar uma
porcdc em membrana filtrante de 0,45um. Pipetar 4 mL para um baldo volumétrico
de 25 ml, adicionar 5 mL de solucdo de padrac interno, diluir @ completar o
volume com fase mével (concentragéo tedrica final = 80 ug/mL).

Condi¢des cromatogaficas:

Fase movel: num baldo volumétrico de 1000 mL misturar 960 mL de écido acético
3% com 40 ml. de metanol. Filirar e degaseificar.

Detecgo: espectrofotdmetro de comprimento de onda em 280 nm.

Fiuxo: 1 mi/min.

Coluna: uBondapak Cis (300 mm x 3,9 mm D.L), com particulas de 10 pm.

Volume a ser injetado: 20ul.

Condicbes do sistema: o tempo de retencdo de a-metildopa é cerca de 4
minutos e de 9 minutos para teobromina. O fator de resolucéo entre a-metildopa e

teobromina deve ser maior que 3,5. O desvio padrao relativo entre cinco replicatas
de inje¢ac do padréo deve ser menor ou igual a 2,0%.
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e} Método por cromatografia liguida de alta eficiéncia segundo Metwally &
Belai:

Preparo do padrio de o-metildopa: transferir cerca de 50 mg de padrio de
a-metildopa anidra, cuidadosamente pesados, para um baldo volumétrico de 100
mL. Adicionar 70 mL de acido sulfirico 0,05 mol/L, colocar em ulirassom até
completa disscluggo, agitando ocasionalmente. Esperar esfriar & temperatura
ambiente, diluir & completar o volume com acido sulfirico 0,05 moliL. Misturar e
filtrar uma porg&o em membrana filtrante de 0,45um.

Preparo do padréao de 3-O-metilmetildopa: preparar como descrito no preparo
do padrédo de  o-metiidopa.

Preparo da amosftra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de a-metildopa.
Transferir o equivalente a 500 mg de a-metildopa para um baldo volumétrico de
100 mL, adicionar cerca de 70 ml de &acido sulfurico 0,05 mol/L, colocar em
ultrassom por 15 minutos. Completar o volume com &cido sulfirico 0,05 mol/L e
- filtrar uma porg4o em membrana filtrante de 0,45um. Pipetar 10 mL para um baléo
volumétrice de 100 mL, diluir e completar o volume com &cido sulfdrico 6,05 molil.
(concentragéo tedrica final = 500 pg/mL).

Condicdes cromatogaficas:

Fase mével: preparar uma mistura de metanol em 4gua contendo 2% de Acido
aceético e 1-hexanossuifonato de sédio 0,005 mol/l. na proporgao 18:82. Ajustar o
pH para 2,60 + 0,05. Filtrar e degaseificar.

Deteccao: espectrofotdmetro de comprimento de onda em 280 nm.

Fiuxo: 1,5 mi/min.

Coluna: uBondapak Cs (150 mm x 4,6 mm D.1.), com particulas de 5 pm.

Volume a ser injetado: 20ul.
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Condicbes do sistema: ¢ tempo de retencdc de o-metildopa & cerca de 4,35
minutos e 8,93 minutos para 3-O-metilmetildopa. O desvio padréo relativo entre
cinco replicatas de injecdo do padréo deve ser menor ou igual & 2,0%.

B. Procedimento Experimenial para Determinacio da impureza 3-O-
metilmetildopa em o-metildopa matéria-prima segundo z Farmacopéia
Brasileira.

Técnica por cromatografia em camada delgada, utilizando celulose cromatografica
como suporte, com espessura de 0,25 mm.

Fase moével: preparar uma mistura de n-butanol - 4cido acético glacial - agua, na
proporgao 65:15:25.

Preparo da amostra: transferir 100 mg de amostra para um baldo volumétrico de
10 mL, dissoiver e compietar ¢ volume com metanol.

Preparo do padrao: transferir 5 mg de padrio de 3-O-metiimetildopa para um
balédo volumetrico de 50 ml., dissolver e completar ¢ velume com metanol.

Solucdo visualizadora {1): dissolver 300 mg de p-nitroanilina em 100 mL de
acido cloridrico 10 mol/l. (Solugéo A). Dissolver 2,5 g de nitrito de sédic em 50 mL
de agua (Solugdo B). Misturar 90 ml da solugdo A com 10 mL da solugdo B no
momento do uso.

Solugdo visualizadora (2): dissolver 25 g de carbonato de sédio em 100 mlL de
agua.

Procedimento: efetuar pré-lavagem da placa com a fase mével, colocando-a na
camara cromatografica e deixando o solvente atingir o seu topo. Secar ao ar.
Aplicar 20pl. da solugdo amostra e 10ul da solugBo padr8c na placa
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cromatogréfica e desenvolver o cromatograma por 10 cm. Retirar a cromatoplaca
da camara e ‘secar em corrente de ar até desaparecimento do odor de acido
acético. Nebulizar a placa com solucdo nebulizadora {1}, secar ac ar. Apds,
nebulizar a placa com solucio visualizadora (2).

Resuitados: a mancha principal de g-metildopa é preta sobre fundo rosa palido
ou laranja, com Rf em torno de G,5. A mancha de 3-O-metilmetiidopa é escura e
possui Rf de cerca de 065 A drea de intensidade da mancha de 3-O-
metiimetildopa na sciugBo amosira ndo deve ser maior que a observada ns
soiucdo padrao (0,5%).

C. Técnicas espectrofotométricas para identificacdo e guantificaciio de
g-metildopa

a) Método por espectrofotometria segundo as farmacopéias Brasiieira {1996)
e a USP 25:

Solugao de tartarato ferroso: transferir 1 g de suifaio ferroso, 2 g de tartarato de
s6dio e potassio e 0,1 g de bissulfito de sddio para um baldo volumétrico de 100
ml., dissolver e completar o volume com agua. Preparar no momento do uso.

Solugao tampao: transferir 50 g de acetato de amdnio para um baldo volumetrico
de 1000 mi., dissolver e completar o volume com etanol a 20% (viv). Ajustar o pH
em 8,5 com hidréxido de amdnio 6 mol/L.

Preparo do padrdo: preparar uma solugdc de padrdo de a-metildopa em acido
sulfarico 0,05 mol/L de mode a obter uma concentracéc de Tmg/mL. Pipetar 5 mL
da solugdo para um baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 5 mbL de solucéo de
tartarato ferroso e compietar o volume com solugéo tampéo.

Preparo da amostra: pesar e pulverizar aiguns comprimidos de a-metiidopa.

Pesar o equivalente a 100 mg de o-metildopa para um baldo volumétrico de 100
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mi, adicionar cerca de 70 mbL de acido suifurico 0,05 mol/L, agitar mecanicamente
por 15 minutos e completar o volume com acido sulfurico 0,05 mol/L. Pipetar 5 mL
da solugdo para um baldo volumétrico de 100 mi., adicionar 5 ml de soluggo de
tartarato ferroso e completar o volume com solucBo tamp3o. Filtrar 2 solugdo final
em papel de filtro quantitativo {concentracdo tedrica final = 0,05 mg/ml de
a-metildopa).

Preparo do branco: pipetar § mbL de acido sulfirico 0,05 moliL para um baldo
volumeétrico de 100 mL, adicionar 5 mi de solugdo de tartarato ferroso e completar
o volume com solucao tampéao.

Procedimento: determinar as absorbancias das solucbes padréo e amostra, em
cubeta de 1 cm, no comprimento de onda maximo, em torno de 520 nm, uiilizando
o branco na cubeta de referéncia.

b) Método por espectrofotometria segundo a British Pharmacopoeia:

~Preparo da solug&o citrato-suifato de ferro {ll): dissolver 1 g de metabissulfito
em 200 mL de égua e adicionar 0,5 mL de HC! 2 mol/L, 1,5 g de sulfato ferroso e
10 g de citrato de sbdio.- Preparar no momento do uso.

Preparo da solugac tampao de glicina: misturar 42 g de carbonato de potassio
com 180 mL de agua e adicionar uma solugdo contende 37,5 g de glicina e 15 mL
de amdnia 13,5 mol/L em 180 mL de agua. Diluir para 500 mL com agua e agitar.

Preparo do padro: preparar uma solucéo de a-metildopa em acido sulfdrico 0,05
mol/L. de modo a obter uma concentragdo de 1mg/mL. Pipetar 5 mL da solugéo
para um bal&o volumeétrico de 100 mL, adicionar 2 mL de solucéo de citrato-sulfato
de ferro (ll), 8 mL de solugdo tampé&o glicina e completar o volume com agua.
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Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de a-metildopa.
Transferir o equivalente a 100 mg de o-metildopa anidra para um baldo
volumétrico de 100 mL, adicionar cerca de 70 mi de &cido sulfirico 0,05 moliL,
agitar mecanicamente por 15 minutos e completar o volume com acido sulflrico
0,05 molfl. Pipetar & mL da solugdo para um baldo volumélirico de 100 mi,
adicionar 2 mL de solugéo de citrato-sulfato de ferro (I}, 8 mL de solugso tampéo
glicina e completar o volume com &gua. Filtrar a solucdo final (concentracéo
tedrica final = 0,05 mg/mL de o-metildopa). |

Preparo do branco: pipetar 5 mL de acido sulfdrico 0,05 mol/ll. para um baléo
volumeétrico de 100 mL, adicionar 2 mL de solugo de citrato-sulfato de ferro {iy, 8
mlb de soluggo tampéo glicina e completar o volume com agua.

Procedimento: determinar as absorbancias das solugdes padrdo e amostra, em
cubeta de 1 cm, no comprimento de onda méaximo, em torno de 545 nm, utilizando
o branco na cubeta de referéncia.

¢} Método por anélise com inje¢cdo em fluxo segundo Berzas e colab. {Figura
18}):

Preparo da solugdo tampdo de HOAc/AcO™ 0,01 mol/l. pH 5,0 (British
Pharmacopoeia, 1993): transferir 13,6 g de acetato de sédio para um baldo
volumétrico de 1000 ml, dissciver em agua, adicionar 6 mL de acido acético
glacial e completar o volume com agua. Medir o pH e corrigir se necessario.

Preparo do padrao: preparar uma curva de calibragdo com concentraces entre
8,0 x 10° e 8,0 x 10 mol/mL de a-metildopa. Preparar uma solugio estoque de
a-metildopa com concentracéo 1,0 x 10° mol/L em solucBo tampéo 0,01 mol/L de
HOAc/ACO™ pH 5,0. Fazer as devidas diluicbes.
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Preparo da amostra: a um comprimido de a-metildopa de 250 mg num baldo
volumétrico de 250 ml, adicionar cerca de 200 ml. de solugdo tampéo acético,
colocar no banho de ultrassom por alguns minutos e agitar mecanicamente até
total desintegracéo do comprimido. Completar o volume com solugio tampéo
acético. Filtrar a solucéo em papel de filtro gquantitativo. Pipetar 1 mb da solucio
para um baldo volumétrico de 250 mL, diluir e completar o volume com solucdo
tampéo acético. Pipetar 2 mL da solucdo para um balc volumétrico de 25 mi,
diiuir e completar o volume com solucdo tampéo acético (concentracdo tedrica -
final = 3,2 x 10 mg/mL).

Procedimento: injetar 350 pl de cada solugdo, utilizando agua como carregador
{temperatura 60°C), e solucdc de hidréxido de sédic (0,6 mol/l.) como reagente. A
mistura passa pelo reator (1,0 m de comprimento, d.i. = 0,5 mm), sob fluxo de 1,25
ml/min e a solucdo € carregada para a célula. Trinta segundos apos a injecdo da
amostra a bomba é interrompida manualmente, e a variacdc da absorbancia &
monitorada em 360 nm.

‘ . Reator Cela
Agua injetor  jom
FlA-gramas
temperatura 60°
NaQOH ¢
0.6 mol/L
Bomba
Descarte
]60%3 E

Figura 18. Diagrama esquemiético da técnica em injecdo em fluxo.

d} Método por espectrofotometria segundo Issopoulos:
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Mistura ferro (ill}-o-fenantrolina: f{ransferir 020 g de o-fenantrolina
monohidratada, 2,0 mL de solugdo de HCi 1 mol/ll e 0,16 g de sulfato férrico
amoniacal para um baldo volumeétrico de 100 mL, dissolver e completar o volume
com agua. A solucdo é estdvel por 4 semanas se estocada em frasco escurc e no
refrigerador.

Preparo do padréo: fransferir 50 mg de padréo de w-metildopa para um baldo
volumétrico de 250 mL, dissolver e completar o volume com agua. Pipetar 5 mL da
solug@o para um bal&o volumétrico de 100 mL, diluir e completar o volume com
agua. Para a curva de calibragao, transferir volumes entre 0,25 e 12,5 mL da
solucdo para balbes volumétricos de 50 ml, adicionar um volume maximo de
ague, ajustar o pH em 50 = 0,2, adicionar 2 mL de solucdo ferro (iil)-o-
fenantrolina, & completar o volume com &gua. Agitar, iransferir o contelido para
um tubo de 50 mL e deixar em banho-maria & 80 + 0,5°C por 45-50 minutos.
Esfriar a solugdo imediatamente & temperatura ambiente utilizando banho de dgua
fria.

Preparc do branco: transferir 45 mL de dgua para um bal&o volumeétrico de 50
mL., ajustar o pH em 5,0 + 0,2, adicionar 2 mL de solugéo ferro (lll)-o-fenantroling,
e completar o volume com &gua. Agitar, transferir o contetdo para um tubo de 50
mL e deixar em banho-maria & 50 + 0,5°C por 45-50 minutos. Esfriar a solucao
imediatamente & temperatura ambiente utilizando banho de agua fria.

Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de a-metildopa.
Pesar o equivalente a 50 mg de a-metildopa anidra para um baldo voiumétrico de
250 mi, adicionar cerca de 200 mi. de &gua, agitar mecanicamente e completar ©
volume com agua. Pipetar 5 mL da solugdio para um baldo volumétrico de 100 mL,
diluir @ completar o volume com &gua. Pipetar 5 mL da solugdo para um baldo
volumetrico de 50 mL, adicionar um volume maximo de agusa, ajustar o pH em 5,0
+ 0,2, adicionar 2 mL de soiucao ferro (lil}-o-fenantrolina, e completa-se o volume
com agua. Agitar, transferir o contelido para um tubo de 50 mL é deixar em banho-
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maria 8 50 = 0,5°C por 45-50 minutos. Esfriar a sclucdo imediataments 2
temperatura ambiente utilizando banho de agua fria. Filtrar a solugic final
{concentracdo tedrica final = 1000 ppb de a-metildopa).

Procedimento: medir a absorbancia das solucfes em 510 nm em cubeta de 1 cm,
utilizando o branco na cubetea de referéncia.
e) Método enzimatico-espectrofotdmetro segundo Vieira & Fatibello:

Purificacao de Polyciar SB-100: ferver por 10 minutos em HC! 10% viv e lavar
com agua destilada até ficar livre de ions cloreto. Lavar com acetona e secar.

Preparo do extrato: pesar 25 g da raiz de batata doce previamente descascada,
picada & congelada & misturar com 100 mL de tamp&o fosfato 0,1 mollL (pH 7.0)
num liquidificader contendo 2,5 g de Polyclar SB-100. Homogeneizar por 2
minutos a 4-6°C. Filtrar rapidamente através de quatro camadas de tecido e
centrifugar & 25000 x g (18000 rev/min) por 30 minutos a 4°C. Armazenar ¢
sobrenadante nesta temperatura num refrigerador e utilizé-lo como fonte
enzimatica.

Determina¢@o da atividade da enzima polifenol oxidase: misturar 0,2 mL do
sobrenadante preparado acima com 2,8 mL de solugéo de a-metildopa 0,05 mol/L
em tampédo fosfato 0,1 molll (pH 7,0) & 25°C. Fazer em triplicata. Medir a
absorbéncia em 410 nm, em cubeta de quartzo de 1 cm, dos pigmentos formados
na polimerizagac da quinona produzida. Uma unidade de atividade de polifenil
oxidase & definida como a guantidade de enzima que causa uma aumento de
0,001 na absorbancia/min.

Preparo do padréo: para a curva de calibragdc preparar uma solugdo estoque
contendo 1,0 x 10 mol/l. de padrdo de a-metildopa em tampéc fosfato 0,1 molil
(pH 7,0). Fazer as diluigbes obtendo concentragdes entre 2,0 x 10% e 6,0 x 107
mol/L de a-metiidopa.
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Preparo da amostra: pesar e pulverizar aiguns comprimidos de oa-metildopa.
Pesar o equivalente a 211,0 mg de metildopa para um baldo volumeétrico de 100
mi., agitar mecanicamente ou usar banhc de ultrassom até completa
desiniegracéc e completar o volume com tampéo fosfato 0,1 mol/l (pH 7.0).
Pipetar 10 ml para um baldo volumétrico de 100 mL, diluir e completar o volume
com a mesma solucdo tampdo. Filtrar a solugdoc em pape!l de filtro no. 1
{concentracao tedrica final = 1,0 x 10 mol/L).

Procedimento: numa cela de quartzo de 1 cm, adicionar 0,2 mL do extrato
contendo 585 unidades/min de polifenol oxidase a pH 7,0 e 2,8 mL de solugio
padrao ou amostra em tampao fosfato 0,1 mol/L (pH 7.0}, agitar por 10 minutos e
ler a absorbéncia em 480 nm.

f} Método por anédlise com inje¢do em fluxo segundo Nevado e colab. (Figura
19):

Preparo da solugdo tampdo de HAc/Ac™ 0,02 mol/L. pH 4,8: dissolver 3,96 g de
acetato de sédic trihidratado em agua num baldo volumétrico de 1000 mL e
adicionar 10,5 mL de acido acético 2 mol/lL. Completar o volume com &gua e
ajustar o pH se necessario.

Preparo do padrao: preparar uma curva de calibrag&o com concentragdes entre
50 x 10° e 5,0 x 10° mg/mL de padrio de o-metildopa. Preparar uma solugdo
estoque de a-metildopa com concentragdo 1 x 10 mol/L em solugdo tampao 0,02
mol/L de HAC/AC pH 4,8 (esta deve ser estocada em frasco escuro & 4°C). Fazer
as devidas diluigdes.

Preparo da amostra: a um comprimido de o-metildopa de 250 mg num balfo
volumétrico de 250 mL, adicionar cerca de 200 mL de solucdo tampéo acético,
colocar no banho de ultrassom por alguns minutos e agitar mecanicamente até
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total desintegrac&o do comprimide. Completar o volume com solucdo tampdo
acético. Filtrar a solugo em papel de filtro quantitativo. Pipetar 1 mL da solugdo
para um baldo volumeétrico de 200 mL, diluir e compietar o volume com solucdo
tampdo acético. Pipstar 1 mL da solugBo para um baldo volumétrico de 25 mi,
giluir e completar o volume com solugdo tampéo acético (concentracdo tedrica
final = 2,0 x 10 mg/mL de o-metildopa).

Procedimento: injetar 200ul. de cada solugdio com soluco de metaperiodato de
sodio (0,1 g/l) como carregador, e a mistura passa pelo reator (1,6 m de
comprimento, submerso num banhe de agua termostatico & 45°C). Sob fluxo de

3,0 mL/min a solugdo é carregada para a célula. Medir a absorbancia em 473 nm
em cubeta de 1 cm.

Metaperiodato de Reator Cela
sédio 1g/L Injetor ~ L6m
3 FiA-gramas
temperatura 45°C
Bomba
[ Descarte

Figura 19. Diagrama esqueimético da técnica em injecdo em fluxo.

g) Método por espectrofotometria segundo Helaleh e colab.:

Solucao de nitrato de cério (IV): preparar uma solugic estoque de
(NH4)2Ce(NOa)s 0,01 molfl. em acido sulfirico 2 mol/L.

Preparo do padrao: preparar uma solugdo de padrio de a-metildopa em agua de
modo a obter uma concentracdo de 2,5 mgiml.. Para a curva de calibragio pipetar
volumes entre 0,5 e 1,0 mL para um bal&o volumétrico de 10 mL e adicionar 3,5
mL de solucio de nitrato de cério (IV). Colocar a mistura em banho de agua &
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80°C com agitagdo por 20 a 25 minutos. Apds, esfriar o balo tampado e
completar o volume com agua.

Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de o-metildopa.
Transferir o equivalente a 250 mg de a-metildopa para um baldo volumétrico de
100 mL, adicionar cerca de 70 mlL de agua, agitar mecanicamente por 30 minutos.
Filtrar esta sclucio em papel de filiro quantitativo transferindo para outro baldo
volumétrico de 100 mL e lavar bem com agua o pé retido no filiro. Completar o
volume com agua. Pipetar 0,8 mL da solucdo para um bal3o volumétrico de 10 mL
e adicionar 3,5 mL de solugéo de nitrato de cério (IV). Colocar a mistura em banho
de agua & 80°C com agitag@o por 20 a 25 minutos. Ap6s, esfriar o baldo tampado
e completar o volume com agua (concentragdio tedrica final = 0,2 mg/mL de
a-metildopa).

Preparc do branco: pipetar 1 mL de agua para um baldo volumétrico de 10 mlL e
adicionar 3,5 ml. de solugdo de nitrato de cério (EV).' Colocar a mistura em banho
de agua a 80°C com agitac&o por 20 a 25 minutos. Apés, esfriar o baldo tampado
e completar o volume com agua.

Procedimento: determinar as absorbancias das solucdes padrdo e amostra, em
cubeta de 1 cm, no comprimento de onda maximo, em torno de 550 nm, utilizando
o branco na cubeta de referéncia.

h) Método por espectrofotometria segundo Walash e colab.:

Procedimento A: usando reagente PDAC.

Preparo do padrdo: preparar uma solugédo de padric de a-metildopa em &cido
acético 0,01 mol/L. metanédlico (medir um volume de &cido acético num baldo
volumetrico afim de obter uma concentracdo de 0,01 molil. e completar o volume
com metanol) de modo a obter uma concentragéo de 1,0 x 10° mol/L (0,24 a/L).
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Para a curva de calibragac pipetar volumes entre 0,2 e 25 mbL para um balao
volumétrico de 10 ml e adicionar 0,5 mL de hidréxido de sédio alcodlico (1% miv
sm metanol). Deixar em repousc por 5 minutos. Entdo adicionar 1,0 mL de
solugo de acstato de sodio (50% em metanol) e 0,5 mL de PDAC (0,1% m/v em
metanol). Compietar o volume com metanol, misturar, aguardar 15 minutos.
Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de g-metildopa.
Pesar o equivalente a 240 mg de «-metildopa para um baldo volumétrico de 100
mi., adicionar cerca de 70 ml de acido acético 0,01 mol/ll metandlico, agitar
mecanicamente por 15 minutos e compietar o voiume com a mesma solugso.
Filtrar a solucdo em papel de filtro quantitativo. Pipetar 10 mi da solucéo para um
baldo volumétrico de 100 mL, diluir e completar ¢ volume com o acido. Transferir 2
mi da solucdo para um baldo volumélrico de 10 mbL e adicionar 0,5 mL de
hidréxido de sédio aicodlico (1% miv em metanol). Deixar em repouse por 5
minutos. Entdo adicionar 1,0 mL de solucdo de acetaic de sédio (50% em
metanol} e 0,5 miL de PDAC (0,1% m/v em metanol). Completar o volume com
metanol, misturar, aguardar 15 minutos (concentragdo tedrica final = 0,048 mg/mL
de a-metildopa).

Preparo do branco: fransferir 2 mL de acido acético 0,01 mol/L metandlico para
um baldo volumétrico de 10 mL e adicionar 0,5 mL de hidroxido de sddio alcodlico
(1% miv em metanol). Deixar em repouso por 5 minutos. Entac adicionar 1,0 mL
de solugdo de acetato de sddio (50% em metanol) e 0,5 mL de PDAC (0,1% miv
em metanol). Completar o volume com metanol, misturar, aguardar 15 minutos.

Procedimento: determinar as absorbancias das solugdes padrio e amostra, em
cubeta de 1 ¢cm, no comprimento de onda maximo, em torne de 440 nm, utilizando

o branco na cubeta de referéncia.

Procedimentio B: usando reagente PDAB.
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Seguir como no procedimento A, exceto adicionar 1,0 mL de reagente PDAB (1%
mfv em metanoi) ao invés de 0,5 mL de reagente PDAC (0,1% miv em metanol), e
determinar as absorbancias das solugbes padréo e amostra em A = 540 nm.

i) Método por espectrofotomeiria segundo Salem:

Preparc da soluc@c de metavanadato de amdnio 0,02 mol/L: transferir cerca
de 2,34 g de metavanadato de amdnio para um baldo volumétrico de 1000 mi,
dissolver e completar o volume com agua. Padronizar a solucéo iodometricamente
{Vogel, 1978).

Preparo do padrao: preparar uma solugdo de padrado de a-metildopa em é&cido
acético 0,01 mol/L metandlico de modo a obter uma concentragéo de 0,02 mol/L
(4,77 g/L). Para a curva de calibragdo pipetar volumes que contenham entre 0,1 e
0,95 mg de a-metildopa para um baldo volumétrico de 10 mL e adicionar 1,0 mL
de metavanadatc de aménio 0,02 mol/L). Completar o volume com acido acético
0,01 molfL. e deixar em repouso durante 20 a 25 minutos.

Preparo da amosira: pesar e pulverizar alguns comprimidos de o-metiidopa.
Pesar o equivalente a 1,20 g de a-metildopa para um balédoc volumétrico de 250
ml, adicionar cerca de 180 mlL de acido acético 0,01 mol/L e agitar em agitador
mecéanico por 15 minutos. Completar o volume com &acido acético 0,01 mol/L.
Pipetar um volume que contenha 0,5 mg de o-metildopa para um baléc
volumétrico de 10 mL e adicionar 1,0 mL de metavanadato de ambnio 0,02 mol/L).
Completar o volume com acido acético 0,01 mol/L. e deixar em repouso durante 20
a 25 minutos.
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Preparo do branco: num baido volumétrico de 10 mi adicionar 1,0 mL de
metavanadato de amoénic 0,02 moli/L). Completar o volume com &cido acético 0,01
mol/L & deixar em repouso duranie 20 a 25 minutos.

Procedimento: determinar as absorbancias das solucbes padréo e amosira, em
cubeta de 1 cm, no comprimento de onda de 485 nm, uiilizando o branco na
cubeta de referéncia.

j) Método por espectrofotometria segundo Helaleh e colab.:

Solucao de iodato de potéssio: preparar uma solugdo estogue de concentracio
0,1 mol/dm em agua.

Preparo do padrdo: preparar uma solug@o de padréo de a-metildopa em dgua de
modo a obter uma concentracéo de 2,5 mg/mL. Para a curva de calibragéo pipetar
volumes entre 0,5 e 3,0 mL para um baldc volumétricc de 10 mbL e adicionar 1,0
mL de solugéo de iodato de potassio. Colocar a mistura em banho de dgua & 30°C
e, a cada 30 s, retirar um baigo, esfria-lo tampado e completar o volume com
agua.

Preparc da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de a-metildopa.
Transferir 0 equivalente a 250 mg de a-metildopa para um baido volumétrico de
100 miL., adicionar cerca de 70 mlL de 4gua, agitar mecanicamente por 30 minutos.
Filtrar esta solug@c em papel de filtro Whatman no. 1 transferindo para outro baldo
volumeétrico de 100 mL e lavar bem com agua o pd retido no filtro. Completar o
volume com agua. Pipetar 1,5 mL da solucéo para um baldo volumétrico de 10 mL
e adicionar 1,0 mL de solugdo de iodato de potassio. Colocar a mistura em banho
de agua a 30°C e apds 30 s, retirar o baldo, esfrid-lo tampado e compietar o
volume com agua (concentracio tedrica final = 0,375 mg/mL de o-metiidopa).
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Preparo do branco: pipetar 1,5 mL de agua para um bal8o volumétrico de 10 mL
e adicionar 1,0 mL de soluggo de iodato de potassio. Colocar a mistura em banho
de agua a 30°C e apds 30 s, retirar o balo, esfrid-lo tampado e completar o
volume com agua.

Procedimento: determinar as curvas de absorbéncia-tempo das solucbes padrio
e amostra, em cubeta de 1 cm, nos comprimento de onda 310 e 470 nm, utilizando
o brance na cubeta de referéncia. O gréfico de calibracio & obtido plotando log V -
{constante de raz&o inicial em que V=K' . C,, onde K! é a constante de razo em
relagao a concentracio do reagente especifico e n é ordem de reagéo) versus log
¢ {concentragéio de a-metiidopa).

I} Método por espectrofotometria segundo Milovanovic e colab.:
Solugao de perdxido de hidrogénio: preparar uma solugéo 9,8%.

Solugéo de molibdénio: preparar uma solucdo de concentragdo 0,001 mol/L de
molibdato de amoénio em nitrato de potassio 0,001 mo/l..

Solucdo de tampdo carbonato: misturar bicarbonato de sédio 1 mol/l e
carbonato de sédio 1 mol/L.

Preparo do padrdo: preparar uma solugdo de padrao de a-metildopa em dgua de
modo a obter uma concentracéo de 0,5 mg/mL. Para a curva de calibracdo pipetar
volumes entre 2,0 e 8,0 mL para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume com agua.

Preparo da amostra: transferir cerca de 50 mg da amostra para um baldo
volumétrico de 100 mi, adicionar cerca de 70 mL de &gua, agitar até completa
dissolucgo. E completar o volume com dgua. Pipetar 5,0 mL da solucdo para um
baldo volumétrico de 100 mL. e completar o volume com agua. -
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Procedimento: a reagdo deve ocorrer num recipiente especial com firés
compartimentos: no primeiro adicionar quantidade de solucBo de perdxido de
hidrogénio 9,8% suficiente para ficar numa concentragdo de 0,01 molil
considerando um volume final de 25 mL, no segundo adicionar volumes de
solugbes de molibdato de aménio afim de ficar numa concentracdo de 10° moliL e
1 mi de sclugao padr@o ou amostra; no terceiro compartimento adicionar solucso
tamp&o para uma concentracéo de 0,4 molil (pH 9,8) e dgua suficiente para um
total de 25 mlL. A cela é deixada 4 25°C num termostato e a reagso ¢ iniciada pela
agitacdo da mistura de todas as solugbes. Determinar as curvas de absorbancia-
tempo das solugbes padrioc e amostra, em cubeta de 5 cm, no comprimentc de
onda 350 nm, ulilizande o branco na cubeta de referéncia. As leituras de
absorbancia s&o realizadas a cada 30 s durante 5 minutos de reag8o. O gréfico de

calibracdo é obtido plotande a concentragéo de w-metildopa versus tangente de a.
m) Método por espectrofotometria segundo Helaleh e colab.:

Solugdo de hidroxide de sédio: preparar uma solugdo de concentracdo 0,1
mol/L de NaOH.

Preparo do padrao: preparar uma solug&o de padrio de a-metildopa em dgua de
modo a obter uma concentracdo de 1,0 mg/mL. Para a curva de calibragdo pipetar
volumes entre 0,1 e 1,0 mL para um baldo volumétrico de 10 mL, adicionar 1,0 mL
de solugdo de hidréxido de sbdio e completar o volume com dgua.

Preparc da amostra: pesar e pulverizar aiguns comprimidos de o-metildopa.
Transferir o equivalente a 100 mg de a-metildopa para um baldo volumétrico de
100 mL, adicionar cerca de 70 mi. de agua, agitar mecanicamente por 30 minutos.
Filtrar esta solugéo em papel de filtro Whatman no. 1 transferindo para outro baido
volumétrico de 100 mL e lavar bem com agua o pd retido no filtro. Completar o
volume com agua. Pipetar 0,5 mL da solugdo para um baldo volumétrico de 10
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mL, adicionar 1,0 mL de solucéo de hidrdxido de sédio e completar ¢ volume com

agua {concentragao tedrica final = 0,05 mg/ml. de a-metildopa).

Preparo do branco: pipetar 0,5 mi de agua para um baldo volumétrico de 10 mi.,
adicionar 1,0 mL de solucdo de hidroxido de sddio e complstar o volume com
agua.

Procedimento: ap0s agitar a solugdo branco, padrBo ou amostra, fransferir
imediatamente para a cela do espectrofotdmetro e ap6s 1 minuto iniciar as leituras
de 30 em 30 segundos até 4 minutos e determinar a curva de absorbancia-tempo,
no comprimento de onda 430 nm. O grafico de calibracio ¢ obtido plotando log K

(intercepto) versus log ¢ (concentracdo de g-metildopa).
) Método por espectrof@tametria segundo Nagaralli e colab.:

Mistura ferro (lif}-o-fenantrolina: firansferir 020 g de o-fenantrolina
monohidratada, 2,0 mL de solugdo de HCI 1 mol/lL e 0,16 g de suifato férrico
amoniacal dodecahidratado para um baldo volumétrico de 100 mL, dissolver e
completar o volume com agua.

Mistura ferro (lli)-bipiridila: transferir 0,16 g de 2,2-bipiridila, 2,0 mL de solugéo
de HCI 1 mol/l. e 0,16 g de sulfato férrico amoniacal dodecahidratado para um
bal&o volumétrico de 100 mL, dissolver e completar o volume com agua.

Preparo do padrao: transferir 50 mg de padrdo de a-metildopa para um baido
volumétrico de 100 mi, dissolver e completar o volume com égua. Pipetar 1 mL da
soluc&o para um baldo volumétrico de 100 mL, diluir e completar o volume com
agua. Para a curva de calibragdo, transferir volumes entre 0,25 e 1,5 mL da
solugdo para baldes volumétricos de 10 mi, adicionar 8 mL de soiugo ferro (Ii)-
o-fenantrolina ou 5 ml de solugdo ferro (iil)-bipiridila, aguecer & 80°C por 15
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minutos se for o primeiro método ou por 10 minutos se for o segundo método.
Esfriar a tempe-atura ambiente e completar o volume com agua.

Preparc da amostra: pesar & pulverizar alguns comprimidos de a-mstildopa.
Pesar o equivalente a 50 mg de a-metildopa para um bal&o volumélrico de 100
mi., adicionar cerca de 70 mlL de agua, agitar mecanicamentie e completar o
volume com agua. Pipetar 1 mb da solugo para um baldo volumétrico de 100 miL,
diiuir e completar o volume com agua. Pipetar 0,5 ml da soluc8o para um baldo
volumétrico de 10 mL, adicionar 8 mL de solugae ferro (li)-o-fenantrolina ou 5 mL
de solugdo ferro (lif)-bipiridila, aquecer & 80°C por 15 minutos se for o primeiro
metodo ou por 10 minutos se for o segunde método. Esfriar 8 temperatura
ambiente e completar o volume com agua. Filtrar a solugio final (concentracio
tedrica final = 250 ppb de a-metildopa).

Procedimento: medir a absorbéncia das solucdes em 510 nm para o primeiro
método ou em 522 nm para o segundo método, em cubeta de 1 cm, utilizando o
branco na cubeta de referéncia.

D. Técnica titulométrica para quantificacao de a-metildopa
a) Método por titulacdo colorimétrico segundo Pathak e colab.:

Preparc da éoiugﬁo de N-bromosuccinamida 2,0 x 102 moliL: transferir cerca
de 356 mg de N-bromosuccinamida para um bal&c volumétrico de 100 mi,
adicionar um minimo de agua quente para dissolver, e completar ¢ volume com
agua fria. Padronizar a solucdo.

Padronizagédo da solugdo de N-bromosuccinamida 2,0 x 102 mol/L. {Barakat &
El-Wahab, 1954): a uma solugdo de 1 g de icdeto de potéssio em 10 mi. de acido
acélico 3%, adicionar volumetricamente 10 mL de solugdo de
N-bromosuccinamida 2,0 x 102 mol/L num erlenmeyer com tampa. O iodo liberado
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é titulado com solugdo padrao de tiossuifato de sédic até que a solugio se torne
amarelo clarc. Contendo ainda iodo livre, adicionar algumas gotas de solugao de
amido 1% como indicador, e continuar a titulacdo, gota a gota, com agitag@o
continua, até que a solucdo de coloracdo azul se torne incolor.

Caiculo: NasS203 {mL) x N Na.5:0: x 0,082 = g de N-bromosuccinamida

Preparc da amostra: pesar e pulverizar aiguns comprimidos de o-metildopa.
Pesar o equivalente a 25 mg de a-metildopa para um baido volumétrico de 50 mL,
dissolver em 10 mL de Acido sulfurico concentrado com auxilio de leve
aquecimento em banho de dgua por 2 minutos, Completar o volume com agua.
Transferir 5 mL da solucgo para um frasco de indice de iodo de 100 mi, adicionar
5 ml de égua destilada e duas gotas de indicador vermelho de metila 0,04%.
Misturar e fitular com solugcao padrgo de N-bromosuccinamida 2,0 x 102 mol/L,

com agitacdo continua, até que a solugdo torne-se incolor. Fazer um branco para
as devidas correches.

Calculo: massa de a-metiidopa (M.M = 211) na amostra (mg) = 1,055 x (volume
de NBS consumido na amosira — volume de NBS consumido no branco {(mL))

b} Método por titulagdo colorimétrica segundo Salem:

Preparo da solugdo de metavanadato de aménio 0,02 mol/l: transferir cerca
de 2,34 g de metavanadato de amoénio para um baildo volumétrico de 1000 mL,
dissolver e completar o volume com dgua. Padronizar a solugéo iodometricamente
(Vogel, 1978).

Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de c-metildopa.
Pesar o equivalente a 1,20 g de o-metildopa para um bal&o volumétrico de 250
mi, adicionar cerca de 180 ml de acido acético 0,01 mol/L e agitar em agitador
mecanico por 15 minutos. Completar o volume com acido acético 0,01 mol/L.



i

apitulo ll-introducao 3. Determinac

5o de_o-metildopa — Métodos de Analise!24

Procedimento para titulago direta: transferir um volume de solug@o da amostra
que contenha cerca de 19 mg de a-metildopa para um bequer de 100 mL,
adicionar 15 mL de &cido cloridrico concentrado e diluir até cerca de 50 mL com
agua. Adicionar trés gotas de indicador {vermelho de metila cu alaranjado de
metila) e titular com solugBo de metavanadato de amébnio 0,02 mol/l até mudanca
da coloracdo. Thular um branco sob as mesmas condicdes.

Procedimenio para titulacdo indireta: transferir um Voiume de soluclo da
amostra que contenha cerca de 19 mg de o-metildopa para um frasco de iodo de
100 mi., adicionar excesso de solucio de metavanadato de amdnio 0,02 molfL, 15
mL de &cido cloridrico concentrado e diluir até cerca de 50 mL com Agua.
Adicionar 10 miL de iodeto de potassio 20% e titular o iodo liberado com solugo
de tiossulfate de sodio 0,02 mol/L usando amido como indicador. Titular um
branco sob as mesmas condicfes.

E. Técnica potenciométrica para quantificagdo de a-metildopa
a) Método potenciométrico segundo Athanasiou-Malaki & Koupparis:

Preparo da suspensao de fosfato de cobre {}l): a 20 mL de fosfato de potassio
0,18 mol/l, adicionar 10 mL de cloreto de cobre (ll) 0,16 mol/l com agitacao.
Centrifugar por 5 minutos, remover o sobrenadante, e ressuspender o precipitado
em 30 mL de tampé&o borax 5 x 10 pH 9,1. Repetir a centrifugacio e lavagem, e
finalmente ressuspender ¢ precipitado em 50 ml de tampé&o borax contendo 3 g
de cloreto de sddio. O reagente deve permanecer em repouso por ne minimo 24
horas antes do uso e € estavel por cerca de 15 dias.

Preparo do padrao: preparar uma solucdo estoque de padrio de a-metildopa 1,0
x 102 mol/L transferindo 211 g de a-metildopa para um baldo volumétrico de 100
mL, adicionar 5 mlL de acido cloridrico 0,1 mol/l para dissolver a droga e
completar o volume com agua. Para a curva de calibrago pipetar volumes desde
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5 mL para um bal&o volumétrico de 100 mL e completando o volume com agua até
a propria soiucio estoque (concentracdes entre 5 x 10™% e 1 x 10 mol/L de
a~-metiidopa}.

Preparo da amostra: pesar e pulverizar aiguns comprimidos de a-metildopa.
Pasar ¢ equivalente a 200 mg de a-metildopa pars um baldo volumétrico de 100
mi, adicionar 5 mL de acido cloridrico 0,1 mol/l. @ cerca de 60 mL de agua, &
agitar mecanicamente por 15 minutos. Completar o volume com agua. Filtrar a
solucdo em papel de fiitro guantitativo. Pipetar 5 mL para um balao volumétrico de
50 miL, diluir e completar o volume com agua {concentracado tedrica final = 1,0 x
10° mol/L de a-metildopa).

Procedimento: num wbo de centrifuga, pipetar 2,0 mL da suspensaoc de fosfato
de cobre (If) e 2,0 mL da solucdo de a-metildopa. Neutralizar amostras quando
necessario através da adigéo de uma gota de fenciftaleina mais hidréxido de sédic
até coloragao rosa claro. Misturar num agitador Vortex e deixar em repouso por 5
minutos. Centrifugar por 5 minutos a 2000 rpm e transferir 2,0 mL da solugéo
sobrenadante para a célula de medida. Adicionar 20 mL de &cido nitrico 0,1 mol/L,
iniciar a agitacdo e fazer a leitura no potenciémetro apés 1 minuto, mergulhando o
eletrodo seletivo para cobre (ll) com o eletrodo de referéncia na solucéo. As

leituras devem ser realizadas em célula & 25 £ 0,2°C com continua agitagao.
b) Método potenciométrico segundo Salem:

Preparo da solugdo de metavanadato de aménio 0,02 moli/L: transferir cerca
de 2,34 g de metavanadato de amdnio para um bal&o volumétrico de 1000 mi,

dissolver e completar ¢ volume com agua. Padronizar a solucdo iodometricamente
{Vogel, 1979},

Preparo da amostra: pesar e pulverizar alguns comprimidos de o-metildopa.

Pesar o equivalente a 1,20 g de o-metildopa para um baldo volumétrico de 250
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mi, adicionar cerca de 180 mL de &cido acético 0,01 mol/L e agitar em agitador
mecanico por 15 minutos. Completar o volume com 4cido acético 0,01 mol/L.

Procedimento para titulacdo potenciométrica: transferir um volume de soluggo
da amostra que contenha cerca de 18 mg de a-metildopa para um bequer de 100
mi., adicionar 15 mL de acido cloridrico concentrado e diluir até cerca de 50 mL
com agua. Titular potenciométricaments com solucio de metavanadato de aménic
0,02 mol/lL até o ponto final com eletrodos de platina e calomelano. Titular um
branco sob as mesmas condigbes.
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CAPITULO lii: PARTE EXPERIMENTAL

1. Material

Foram utilizados reagentes de grau analitico, com excecdo da g-metildopa
gue era de grau farmacéutico (pureza de 87,3%). A agua usada para a preparacado
das solugdes fui destilada e deionizada em um deionizador Milli O Plus.

Na preparac8c das solucbes, uma quantidade (massa ou volume)
adequada do reagente foi medida e transferida guantitativamente para baldo
volumeétrico. Utilizou-se agitagdo constante ou ulira-som no processo de
dissolucdo guando necessario.

0 padréo de g-metiidopa foi secundario e fornecido pela “Prodome Indastria
Farmacéutica®. O espectrofotdmetro UV-visivel utilizado € da marca Ultrospec
2000 (Pharmacia Biotech). Soluctes preparadas: HCI 0,001 mol/L; HCI 0,01 molil;
HC! 0,1 mol/L; FeCls 2,0 x 10™ mol/L dissolvido em cada uma das concentracdes
de HC! utilizadas; solucdo de acido salicilico 8,0 x 10 mol/L dissolvido em cada
uma das concentragdes de HCI utilizadas.

2. Procedimento do método proposto para determinacao de
a-metildopa {Figura 20):

Prepara-se duas solugdes contendo, a primeira, FeClz 2,0 x 10° mol/L e, a
segunda, acido salicilico 8,0 x 10" mol/L., ambas em HCI 0,01 mol/L. Mistura-se as
duas na proporgdo 1:1 (solugdo A). Para a curva de calibragio, adiciona-se
determinadas quantidades de o-metildopa num baldo volumétrico de 50 miL., e
dissolve-se com a solugdo A, a fim de obter concentragbes entre 0,07 e 0,34
mg/mL. Filtra-se por papel de filtro. Faz-se a curva cinética de /n da absorbancia
medida versus tempo em minutos para cada adicdo de o-metildopa. A curva-
padréc é realizada graficando o valor absoiuto do coeficiente anguiar obtido de

cada adicdo de o-melildopa (coeficiente de reagdo) versus a raiz guadrada da
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quaniidade pesada, em myg, de a-metildopa. As leituras de absorbéancia séo feitas
em 525 nm em temperatura constante. Neste trabaltho uscu-se 25,0°C.

a-metildopa FeCiz 2,0 x 10-3 molil. e
num balso acido salicilico 8,0 x 10-3
volumétrico molil., ambos em HCI 0,01
de 50 mL mol/L., na proporgéo 1:1
Agitagcao
Filtracdo em papel de filtro

Leitura da absorbancia em 525 nm

Figura 20. Esquema do procedimento do método proposto para
deferminagdo de a-metiidopa.

Para as amostras, tritura-se conjuntamente cinco comprimidos de
a-metildopa. Pesa-se uma massa de amostra (aliquota) cujo conteldo seja cerca
de 10 mg de u-metildopa, e transfere-se para um baldo volumétrico de 50 mi.
Adiciona-se cerca de 35 mL de solucdo A e agita-se o baldo por 5 minutos.
Completa-se o bal&o volumétrico com solucdo A e filira-se uma porcdo em papel
de filtro quantitativo, a fim de retirar os excipientes. Faz-se as leituras de
absorbancia em 525 nm em temperatura constante.

3. Método padrao para analise do padrao de a-metildopa

A pureza da a-metildopa pdde ser verificada por um método por titulagéo
colorimétrica segundo a Farmacopéia Brasileira (1996) e USP 25 (2002). Este
metodo consiste em dissolver com aquecimento 200 mg de metiidopa em 25 mL
de acido acético glacial, esfriar até temperatura ambiente e adicionar 0,1 mL de
solugéo indicadora de cristal violeta (violeta genciana) mais 50 mL de acetonitriia,
Em seguida titula-se com solugdo volumétrica de acido perclorico 0,1 mol/l. em
acido acético glacial até o aparecimento da coloragdo azul. Realiza-se um branco
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e calcula-se a pureza considerando que cada ml de acido perclérico 0,1 molfL
corresponde a 21,12 mg de metildopa.

4. Método de referénecia para anédlise dos comprimidos de
a-metildopa

Solugdo de tartarato ferroso: transferir 1 g de sulfato ferroso, 2 g de tartarato de
sédio e potassio e 0,1 g de bissulfito de sddio para um baldo volumétrico de 100 |
mL, dissolver e completar o volume com dgua. Preparar no momento do uso.
Solugso tampéo: transferir 50 g de acetato de amdnio para um baldo volumétrico
de 1000 mi, dissclver e completar o volume com stanol a 20% (v/v). Ajustar o pH
em 8,5 com hidréxido de amédnio 6 mol/L.

Preparc do padrio: preparar uma soluc8o de padrdo de o-metildopa em acido
sulfurico 0,06 mol/lL de modo a obter uma concentrac8o de 1mg/mL. Pipetar 5 mL
da solug@oc para um bal&o volumétrico de 100 ml., adicionar 5 mL de solugdo de
tartarato ferroso e completar o volume com solugao tampéo.

Preparo da amostra: pesar e puiverizar aiguns comprimidos de a-metildopa.
Pesar o equivalente a 100 mg de «-metildopa para um baléo volumétrico de 100
mi, adicionar cerca de 70 mL de &cido sulfurico 0,05 mol/l, agitar mecanicamente
por 15 minutos e compietar o volume com &cido sulftrico 0,05 mol/L. Pipetar 5 mL
da soiug@o para um baldo volumétrico de 100 ml, adicionar 5 mL de solucéo de
tartarato ferroso e completar o volume com solugdo tamp&o. Filtrar a solugao final
em papel de filtro quantitativo {concentragdo tedrica final = 0,05 mg/mL de
a-metildopa).

Preparoc do brance: pipetar 5 mL de acido sulfurico 0,05 mol/L para um baldo
volumeétrico de 100 mL, adicionar 5 mL de solugéo de tartarato ferroso e compietar
o volume com solugéo tampao.

Procedimento: determinar as absorbancias das soluges padric e amostra, em
cubeta de 1 cm, no comprimento de onda maximo, em torno de 520 nm, utilizando
o branco na cubeta de referéncia.
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CAPITULO IV -~ RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Estudo do comprimenio de onda a ser utilizado no método

proposto

A partir da varredura especiral, conforme a Figura 21, observou-se

absorcdo maxima em 525 nm.

1.2
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/
6,8 /
04

9.2

Absorbancia

1] G ‘ . r : ‘ :
350 400 450 500 550 600 £50 700 750 2800 25¢
Comprimento de onda/inm)

Figura 21. Varredura espectral com adicdo de 10 mg de
a-metildopa apés 10 minutos de reacao utilizando HCI 0,091
mol/l. a 25°C indicando absorcdo mdxima em 525 nm

2. Curva-padrao segundo o método proposto

Segundo a Figura 22, observa-se boa correlacdo nas concentracbes entre
0,07 e 0,34 mg/mL de a-metildopa.
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Figura 22. Curva-padréo segundo o méfodo proposto

A Figura 23 mostra a evolucéo da reacBo em funcdo do tempo, & fornece os
coeficientes angulares correspondentes, respectivamenite, a adigdo de 483 mg e
15,11 mg de a-metildopa para a consirucéo da curva-padrio.

0,3
0,2 ..
0.1 v=-0,0182x + 0,3986
0 L R2=1
v\
< 01 {a)
£ o2
0,3
0.4 y=-0,0372x + 0,31 75\
’ R2 = 0,9998
0,5
3 -\
Iy | | T
¢ § 10 15 20 25
Tempoi{minutos)

Figura 23. Variagdo do logaritmo da absorbancia (In A) versus o
tempo de reacao. Adicdo de 4,83 mg de o-metiidopa (a). Adicdo
de 15,71 mg de a-metildopa (b).
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3. Estudo da influéncia da concentragio de HCI

O efeito da concentragéo de acido cloridrico foi estudado as conceniracdes
0,001, 0,01 e 0,1 molil. A Tabsla 4 mositra as constantes de resgdo de
pseudo-primeira ordem para as diferentes massas de o-metildopa utilizadas no
experimento. De acordo com a Figura 24, a reacéo depende da concentragio de
HCI, visto que na concentraco de 0,001 mol/L a reacio se torna mais lenta.

E interessante observar que entre as concentracdes 0,1 e 0,01 moll ha
diferengcas nas constantes de reacSo para uma mesma concentracdc de
a-metildopa, isto €, observa-se um decréscimo de k com o aumento da
concentracgo de HClL No entanto, os coeficientes angulares dos gréficos k x
tempo s&o essencialmente 0s mesmos. Em concentracBo mais baixa de HCIL
porém, o coeficiente angular de k x tempo & bem diferente dos demais. Isto deve
estar indicando diferentes mecanismos de reagéo.

TABELA 4. ESTUDO DA CONCEMTRACAO DE HCL UTILIZADO NG METODO
PROPOSTO PARA DETERMINACAQ DE o-METILDOPA EM COMPRIMIDOS

Quantidade de HCI0,1MoLL* | HCI0,01 moLL™ | HCI 0,001 moL L™
a~-metildopa/mg
25°C 25°C 25°C
kK10~ | mg* kK*10° | mg* k*/10° | mg*
min*! min* min*
2 8,95 2,04 9,20 1,95 6,30 2,04
5 13,30 478 18,75 5,24 11,10 5,14
8 19,88 7,88 23,57 8,47 12,20 8,15
i2 27,26 12,31 30,09 12,05 15,30 12,67
15 32,15 15,15 33,55 15,02 15,10 15,08
18 34,22 17.98 37,56 18,24 16,40 18,16
Coeficiente angular
do gréfico k x raiz
quadrada de mg de 0,01007 0,01005 0,00343
a~metildopa

*Constante de reacdo de pseudo-primeira ordem.
** massa de a-metiidopa, em mg, utilizada no experimento.
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Figura 24. Gréfico do estudo da concentragdo de HCI utifizado no método
proposto para determinagio de ag-mefildopa em comprimidos

4. Estudo da influéncia da temperatura.

As temperaturas estudadas foram 298, 308 e 318 K para adicOes de cerca
de 5, 8, 12 e 15 mg de a-metildopa. O grafico de /n k versus 1/T resulta numa linha
reta (Figura 26), cuja energia de ativagdo, calculada de acordo com a equacao de
Arthenius, é de 84 kdmol™.

A Tabela 5 e a Figura 25 ilustram a influéncia da temperatura sobre a

velocidade de reagdo na presenca de a-metildopa.
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TABELA 5. ESTUDC DA TEMPERATURA UTILIZADA NO METODO
PROPOSTO FARA DETERMINACAQ DE o-METILDOPA EM COMPRIMIDOS

Quantidade de HCI 0,01 mol/L HCI 0,01 mol/i HCI ©,01 mol/L.
a-metildopaimg 25°C 35°C 45°C
k710 | mg™ | KM0T | mg* | kK0T | mg™
min” min”’ min”’
2 8,20 1,95 25,08 1,85 89,87 2,04
5 16,75 824 51,16 487 145 41 478
8 2357 8,47 68,89 8,15 188,39 8,33
12 30,08 12,05 84,55 12,32 | 256,77 | 1232
15 33,55 15,02 95,04 14,97 | 262,36 | 14,62
18 37,56 1824 | 10253 | 1825 | 28331 | 1807
Coeficiente angular
do grafico kx raiz
quadrada de mg de 0,01005 0,02692 0,06965
g-metildopa

*Constante de reagio de pseudo-primeira ordem.
** massa de o-metildopa, em mg, utilizada no experimento.
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Figura 25, Grifico do estudo da temperatura utilizada no método proposto

para determinacdo de o-metildopa em comprimidos
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Figura 26. in k versus 1/T para massa de g-metiidopa em
torno de 12 mg

5. Verificagdo da pureza do padrio secundario de a-metildopa
utilizado

Para o desenvolvimento do estudc do método titulométrico padrdo
preparou-se acide perclérico 8,91 mg mL™" (0,0887 mol L),
Os resultados est&o na Tabela 6.

TABELA 6. RESULTADOS DA ANALISE DO

PADRAO DE o-METILDOPA
AMOSTRAS RESULTADO (%)
1 87,9

2 86,8

3 873

4 87,5

5 87,2
MEDIA 87.3
DPR 0,5
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6. Aplicagdo do método cinético proposto

O meétodo proposto foi aplicado nos comprimidos de o-metildopa. Os
resuitados obtidos foram estatisticamente comparados com aqueles obtidos com o
método de referéneia. A Figura 27 mostra a absorcdo maxima em 520 nm, de
acordo com a leitura da absorbancia indicada na literatura. Os resultados das
analises estdo na Tabela 7.
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Figura 27. Varredura espectrai do padrdo de a-metildopa
segundo ¢ método de referéncia, indicandc absorgéo
maxima em 520 nm.
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TABELA 7. RESULTADOS OBTIDOS NA DETERMINACAO DE a-METILDOPA
EM COMPRIMIDOS PELO METODO PROPOSTO E COMPARADO COM O

METODO DE REFERENCIA
AMOSTRA METODO PROPOSTO METOQO DE £ F
REFERENCIA
Resultados/ | DP | DPR | Resultados/ | DP | DPR
mg % mg Yo
Medley
Metildopa 500 mg 487 0 551 11 492 4 3908 136188
Yarmet
Metildopa 500 mg 489,7 39! 08 485 7 35! 0,7 | 231124
Furp
Metildopa 250 mg 2532 14| 0,5 2533 08| 0,3 082 308
Aldomet Metildopa
250 mg 2513 1,8 07 2520 21,08 1 1,3 1073

Obs.: os resultados representam a média de cinco determinacdes.

Vailores tedricos de f e F com 25% de confianca: respectivamente 2,31 e 5,39.
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CAPITULO V -~ CONCLUSOES

A maior vantagem do método desenvolvido neste trabalho € a simplicidade
operacional associada ac baixo custo. Comprimidos de a-metildopa podem ser
analisados obtendo resultados confidveis, ja que o método proposto foi comparado
com método de referéncia apresentando resultados concordantes. Portanto, pode
ser recomendado para analise de g-metildopa em preparagbes farmacéuticas.

C mecanismo de acdo de a-metildopa no organismo humano até hoje néo
esta comprovado, apesar dos varios estudos sobre este assunto. Com cerieza, a
idéia iniciaimente propagada de que o-metiidopa age como inibidor da enzima
dopadescarboxiiasé, esia descartada, permanecendo aquela de que a-metildopa
sofre descarboxila¢éo dentro do sistema nervoso central, forma a-metildopamina,
e consequentemente a-metiinoradrenalina, que age substituindo noradrenaiina
nos locais de agéo.

Sobre a sintese de o-metildopa, ha vérias opgdes para a obtencdo do
isdbmero ativo que e (S)-(-)-o-metildopa. A mais recente publicada, a sintese
segundo Léon-Romo ef a/. & bastante interessante visto que é menos demorada ¢
0s isbmeros de a-metildopa séo produzidos separadamente n&o necessitando de
processos de resolucéo.
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CAPITULO VI - PERSPECTIVAS

As perspeciivas do trabalho nos conduzem, de antem@0, ac estudo de
cutros principios farmacéuticos, tanto no aspecto de sintese come de andlise, da
mesma forma como feito na presente dissertacdo. Tal tipo de trabalho pode, por
um lado, fornecer informacdes bibliograficas condensadas sobre o assunto,
favorecende 2 comunidade gquimica e farmacéutica. Por outro lado, o
desenvolvimenio de métodos analiticos simples, confidveis e de baixo custo
apresenta interesse tanto para uso em controle de qualidade industrial como para
aplicacbes na fiscalizacdo por parte do estado.



