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RESUMO

RIBEIRO, Ana Ferreira. Analise titulométrica e cromatografica de alendronato
de sodio — Matéria-prima e Produto acabado. Rio de Janeiro, 2005. 115 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

O alendronato de sddio € um composto aminodifosfonado capaz de se fixar a
matriz 6ssea e inibir a reabsorcdo mediada por osteoclastos. A escassez de
metodologias oficiais para a determinacdo quantitativa deste farmaco levou ao
desenvolvimento de diversos métodos, 0s quais empregam, em sua maioria, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), freqluentemente realizando a
derivatizacao do farmaco associada a detectores de ultravioleta (UV), fluorescéncia
e eletroquimico. Também hé relatos sobre a cromatografia liquida de troca i6nica
(CLAE-TI) associada a deteccdo condutimétrica, indice de refracdo e UV indireta,
bem como metodologias de analise do alendronato por titulometria e deteccao
espectrofotométrica. Neste trabalho foi avaliado o emprego da volumetria de
neutralizacdo na determinacdo quantitativa do alendronato de sodio em matéria-
prima e produto acabado, utilizando NaOH 0,1 mol/L como titulante. O método se
mostrou exato, preciso e especifico para a andlise do farmaco em uma formulagéo
manipulada, mas ndo apresentou especificidade para a determinacdo das matérias-
primas. Devido a complexidade de execucdo da metodologia que emprega CLAE
com derivatizacdo do farmaco, procurou-se desenvolver método cromatogréafico mais
simples, utilizando coluna em fase reversa e detec¢cdo UV em baixo comprimento de
onda, face a fraca absortividade do alendronato. Tal técnica ndo apresentou
linearidade adequada, resultando em elevada disperséo dos resultados inter-dias. A
titulometria de neutralizacéo pode ser utilizada no controle da qualidade de produtos
farmacéuticos que contenham alendronato de sddio, desde que 0s excipientes néo
se mostrem interferentes, mas o emprego do método a matéria-prima ndo é

recomendado devido a especificidade inadequada.



ABSTRACT

RIBEIRO, Ana Ferreira. Titrimetric and chromatographic analysis of alendronate
sodium in bulk material and dosage form. Rio de Janeiro, 2005. 115 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farméacia,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2005.

Alendronate sodium is an aminobisphosphonate compound that is able to bind
to the bone matrix and inhibit its osteoclastic resorption. The lack of official
monographs for the quality control of this drug, lead to the development of many
proposals for its quantitative determination, most of them using the high performance
liquid chromatography (HPLC) with previous drug derivatization, applying ultraviolet
(UV), fluorescence and eletrochemical detection. Methods using ion-exchange
(HPLC-IE) were also developed and have applied conductivity and refractive index
detectors, as well as the indirect UV detection. Methodologies using titrimetry and
spectrophotometry were described too. In this work the alcalimetric titration of
alendronate with sodium hidroxide was evaluated. The method was accurate, precise
and specific for the determination of the drug in a manipulated final product, but it has
not showed specificity for the analysis of the bulk item. We tried to develop an HPLC
method, simpler than the other one wich uses derivatization of the drug, using a
reversed-phase column and UV detection in low wavelengh, due to the poor
absorbance of alendronate. The method was not linear in the range studied and
presented high dispersion of the results between days. Neutralization titrimetry can
be employed in the quality control of alendronate sodium dosage forms, since the
excipients do not interfere in the analysis. However, the method should not be used

for bulk material, due to the poor specificity.
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1 INTRODUCAO

O alendronato de sédio € um farmaco pertencente a um grupo de compostos
denominados de bisfosfonados. Estas substancias apresentam em comum dois
grupos fosféricos em sua estrutura molecular, possuindo grande afinidade pela
matriz 6ssea humana e a capacidade de inibir sua reabsor¢cdo. Por esta razdo, sdo
amplamente utilizados no tratamento de desordens relacionadas ao tecido 6sseo,

como € o caso da osteoporose.

Apesar da crescente producédo industrial do farmaco, apenas recentemente foi
lancada monografia analitica do alendronato de sédio em compéndios oficiais
(FARMACOPEIA Portuguesa, 2002; UNITED States Pharmacopeia, 2005). A
necessidade de se adotar uma adequada metodologia analitica para o controle da
qualidade do farmaco em questdo, levou a publicacdo de diferentes propostas para
sua determinacdo quantitativa. Grande parte das metodologias utiliza, para a
determinacdo do alendronato e de outros bisfosfonados semelhantes, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), seja em fase reversa (empregando a
derivatizacdo da substancia) ou por troca idnica, associada a diversos métodos de
detecgdo. Além destes estdo descritos, em menor numero, métodos mais simples

para a determinagao do alendronato, tais como a espectrofotometria e a titulometria.

Embora apresente pouca especificidade, a volumetria de neutralizagdo tem sido
bastante utilizada por laboratérios nacionais para determinacdo do alendronato de

sédio. No entanto, tal técnica frequentemente apresenta resultados anémalos, os
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quais foram avaliados neste trabalho, objetivando-se definir a correta aplicabilidade

do método.

A auséncia de grupos cromoforos na estrutura do alendronato, somada a
caracteristica idbnica da molécula, dificulta sua analise por técnicas cromatograficas
convencionais, as quais normalmente necessitam de procedimentos complexos e
demorados para adequada determinacdo do farmaco. Assim, procurou-se
desenvolver, neste estudo, uma metodologia cromatografica de execucdo mais

simples, mas que ao mesmo tempo pudesse fornecer resultados confiaveis.
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1.1 DESCRICAO DO FARMACO

1.1.1 Caracteristicas Farmacolégicas

7

O osso € o principal 6rgdo envolvido na sustentacdo do organismo e €
constituido por uma matriz formada de varios componentes (entre eles calcio, fosfato
e fibras colagenas) que conferem rigidez e uma certa maleabilidade a este tecido.
Assim como outros tecidos do corpo, 0 0SSO se mantém em constante renovacao,
possuindo células como os osteoblastos, responsaveis pela sintese e deposicdo de
material protéico a matriz, e 0s osteoclastos, os quais secretam enzimas e
substancias &cidas, que digerem a matriz e determinam sua reabsorcdo. Quando o
equilibrio do processo de renovacgéo éssea € afetado, a estrutura dos 0ssos pode ser
prejudicada, resultando no aparecimento de doengas como a oOsteoporose e a

doenca de Paget (GUYTON, 1988).

Varios farmacos vém sendo utilizados na prevencdo e no tratamento das
desordens relacionadas ao processo de remodelagem éssea, destacando-se entre

estes um grupo de compostos denominados de bisfosfonados.

Um dos primeiros bisfosfonados a ser sintetizado foi o acido etano-1-hidroxi-
1,1-bisfosfonico (etidronato), cujo principal objetivo era ser utilizado como aditivo em
detergentes. Mas logo foram observados seus efeitos fisiologicos, como a
capacidade de inibir a reabsorcdo O0ssea. A partir desta observacao, iniciaram-se

pesquisas para a sintese de diversos outros bisfosfonados e avaliacdo de seus
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efeitos fisiolégicos (FLEISCH, RUSSELL & FRANCIS, 1968 apud LOVDAHL &

PIETRZYK, 1999).

O alendronato de sodio € um potente inibidor especifico da reabsor¢cdo 6ssea
mediada por osteoclastos. O mecanismo de acdo dos bisfosfonados pode estar
relacionado a capacidade de se fixarem na matriz 6ssea, sendo assimilados pelos
osteoclastos e em seguida inibindo sua acédo. Sabe-se que, em solu¢des de fosfato
de célcio, sdo capazes de retardar a formacdo e a dissolu¢cdo dos cristais de
hidroxiapatita ( [Cas(PO4)2]s . Ca(OH)2 ), 0os quais, nho organismo, incorporam-se a
matriz 6ssea, conferindo ao 0sso a dureza necessaria para sua resisténcia

compressional (MARCUS, 1996; GUYTON, 1988).

Desta forma o farmaco € indicado para a prevencdo e tratamento da
osteoporose (doenca caracterizada por uma taxa de reabsorcdo 6ssea maior que a
de formacdo e associada a pds-menopausa nas mulheres), no controle da
hipercalcemia associada ao neoplasma maligno do o0sso e no controle da
remodelagem éssea desordenada que ocorre na doenca de Paget (MARCUS, 1996;

PARFITT, 1999).

Em relacdo ao etidronato, o alendronato possui a vantagem de nao inibir
acentuadamente a mineralizacdo 0ssea, embora possua a capacidade de inibir sua
reabsorcdo. Sendo assim, o alendronato ndo apresenta 0 mesmo risco de
desenvolvimento de osteomalacia, como é o caso de tratamento prolongado com o
etidronato (MARCUS, 1996). Por outro lado, pode gerar algumas reacdes adversas
tais como hipocalcemia e irritacdo do trato digestivo superior (esofagiana), a qual

pode ser minimizada pela administracdo concomitante de agua, mantendo-se o
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paciente em posicdo ereta (PARFITT, 1999; DICIONARIO de especialidades

farmacéuticas, 2000).

Da mesma maneira que o0s outros bisfosfonatos, o alendronato é pouco
absorvido pelo intestino ap6s administracdo oral, possuindo biodisponibilidade de
apenas 0,4 a 0,7 %. Além disto, sua absorcdo é prejudicada quando administrado
concomitantemente a alimentos, sendo reduzida especialmente por produtos que
contenham cétions polivalentes como o calcio, magnésio e aluminio, geralmente
presentes em complementos alimentares, repositores e antiacidos (PARFITT, 1999;

VADE - MECUM, 2002).

Por possuir grande afinidade pela matriz 6ssea, aproximadamente 50% da
dose absorvida permanece fixa ao 0sso, sendo lentamente eliminada e possuindo
uma meia vida de eliminacdo de até 10 anos no homem. O alendronato € excretado
na urina na sua forma inalterada, ndo sofrendo qualquer metabolizacdo aparente

(PARFITT, 1999; DICIONARIO de especialidades farmacéuticas, 2000).

Além disto, a elevada afinidade dos bisfosfonados pelo tecido 6sseo possibilita
sua utilizacdo na vetorizacdo de farmacos. Existem relatos do uso de compostos
bisfosfénicos como transportadores de varias substancias direcionadas ao tecido
0sseo, tais como radioisotopos utilizados no diagndstico de tumor osteolitico,

agentes antineoplasicos e antiinflamatoérios (CASTRO et al., 2004).
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1.1.2 Caracteristicas quimicas

O alendronato de sédio, farmaco cujo nome quimico € 4-amino-1-hidroxibutano
bisfosfonato de sédio (CAS: 121268-17-5), é derivado do acido alendrdnico (acido 4-
amino-1-hidroxibutano bisfosfénico). Trata-se de um composto aminodifosfonado
(Figura 1) que possui estrutura analoga ao pirofosfato, o qual é uma substancia
enddégena com grande afinidade pela matriz 6ssea, sendo capaz de inibir a

mineralizagdo da mesma (PARFITT, 1999).

0 0
HO—P—OH Ho—|F|>—OH
H,N OH (|)
HO—P—OH HO—l‘D—OH
o) 0
(a) (b)
0 0
HO—P—ONa HO—P—OH
H,N OH .3H,0 Ry R,
HO—P—OH HO—P—OH

(©) (d)

Figura 1 — Férmulas estruturais do Acido alendrénico (a), Pirofosfato (b), Alendronato
monossodico triildratado (c) e estrutura geral dos bisfosfonatos (d). Fonte:
MARCUS, 1996; PARFITT, 1999.

Fabricado como sal monossédico do acido alendrbénico (C4Hi13NO7P3), o
alendronato de sodio encontra-se frequentemente na forma triidratada

(C4H12NNaO-,P, . 3H,0) e possui faixa de fusdo de 257 a 262 °C (KIECZYKOWSKI
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et al., 1995). Uma massa de 1 mg do acido alendrdnico, cujo peso molecular é de
249,10, corresponde a aproximadamente 1,306 mg de alendronato de sodio
triidratado, de peso molecular igual 325,12 (PARFITT, 1999 ; DICIONARIO de

especialidades farmacéuticas, 2000).

Constituido por um po fino e branco, o acido alendrénico possui faixa de fusédo
que vai de 233 a 235 °C, decompondo-se a esta temperatura. Apresenta
comportamento anfétero, visto que sua estrutura possui caracteristica acida (dois
grupos fosféricos) e basica (grupo amina). Possui quatro constantes de dissociagao,
cujos valores sdo: pKa; = 2,72 + 0,05; pKa, = 8,73 + 0,05; pKaz = 10,5 + 0,1; pKay =

11,6 + 0,1 (MERCK Index, 2001).

O método mais comum para sintese do acido alendrdnico envolve a reacédo do
acido 4-aminobutirico (GABA) com acido fosforoso e tricloreto de fésforo (Figura 2).
A utilizacdo do acido metassulfénico durante o processo permite um maior
rendimento e maior pureza do produto obtido. A obtencdo do alendronato de sddio
segue-se pela neutralizacéo do acido alendrénico com solucdo de hidroxido de sédio

50%, ao pH 4,3 (KIECZYKOWSKI et al., 1995).

HO—P—OH
1. PCly / HyPO,

OH
H2N L H2N OH
| 2. H,0

(a) o) (b) HO—P—OH

O

Figura 2 — Sintese do &cido alendrénico (b), onde (a) € o &cido 4-aminobutirico (GABA).
Fonte: KIECZYKOWSKI et al., 1995.
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O alendronato de soédio € soluvel em agua, muito pouco soluvel em
dimetilsulféxido, metanol e propilenoglicol e € praticamente insolavel em
diclorometano, acetona, acetonitrila, cloroférmio, alcool isopropilico e &cido acético

glacial (FARMACOPEIA Portuguesa, 2002; PROCINT, 1997; CIPLA, 1999).
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1.2 FORMAS FARMACEUTICAS DISPONIVEIS NO MERCADO BRASILEIRO

O primeiro medicamento contendo alendronato de sddio foi lancado pela Merck
Sharp & Dohme (Fosamax® - comprimidos de 10 e 70 mg) e recebeu a aprovacéo do
FDA para comercializa¢do e uso em 1995 (McCARTHY, 1995). No Brasil, o farmaco
se encontra disponivel para administracdo oral, em comprimidos de alendronato
monossodico, na forma triildratada ou ndo, apresentando doses de 5, 10 e 70 mg de
acido alendrénico por comprimido. Apenas uma formulacdo comercial encontra-se
sob a forma de comprimidos revestidos entre as mais de 10 marcas no mercado
(DICIONARIO de Especialidades Farmacéuticas, 2000; VADE — MECUM, 2002). Em
fevereiro de 2004 foi registrado, no pais, o primeiro medicamento genérico fabricado
pela empresa Biossintética (comprimidos de alendronato de sodio 10 mg) (ANVISA,
2004). Ha também uma formulacéo registrada sob forma de solucéo oral e outra sob
forma de cépsulas de gelatina mole (CONSULTA remédios, 2004). Farmacias

magistrais tém manipulado alendronato de sédio em capsulas de gelatina dura.
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1.3 METODOS DESCRITOS PARA ANALISE DO ALENDRONATO

1.3.1 Métodos Cromatograficos

A grande maioria das propostas para a determinacdo quantitativa do
alendronato de sodio, descritas na literatura, envolve o uso da Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). Sao utilizados principalmente dois tipos de analise
cromatografica: a cromatografia liquida de troca ibnica (CLAE-TI) e a cromatografia

liquida em fase reversa (CLAE-FR).

1.3.1.1 CLAE em Fase Reversa

Os métodos propostos para a determinacdo do alendronato de sodio através
da CLAE em fase reversa empregam em sua maioria a detecgéo por ultravioleta ou
fluorescéncia. No entanto, com excecao de alguns compostos como o tiludronato
(que possui anel aromético em sua estrutura), a maioria dos bisfosfonados néo
apresenta absortividade apreciavel (SPARIDANS et al., 2000). Sendo assim, o
alendronato precisa ser submetido previamente a uma reacdo de derivatizacdo. Esta
tem como objetivo conferir a0 composto a capacidade de absorver radiacéo

ultravioleta ou de emitir fluorescéncia.

Um dos primeiros métodos desenvolvidos para a determinacdo do alendronato
em formulacdes farmacéuticas faz uso da CLAE-FR, utilizando derivatizacdo pré-
coluna com 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC) para deteccdo do farmaco (DE

MARCO et al., 1989). Em 2002, uma proposta de monografia analitica empregando
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esta metodologia para andlise quantitativa de matéria-prima foi encaminhada ao
Pharmacopeial Forum (MEDJEDOVIC, 2002), objetivando publicagdo oficial no
primeiro suplemento da USP 26, compéndio oficial americano de 2003. Entretanto, a
mesma foi lancada apenas recentemente, na edicdo de 2005 (UNITED States

Pharmacopeia, 2005).

De Marco e colaboradores (1989) realizaram a derivatizacao acrescentando ao
farmaco (diluido em solugéo de acido citrico) quantidade apropriada de uma solucao
recéem-preparada de FMOC em acetonitrila. A concentracdo de acido citrico €
importante, pois o citrato atua como um quelante de ions metalicos, evitando a
complexacdo do alendronato com metais e permitindo a reagdo com FMOC.
Também foi observada a relacdo entre o tempo de reacao e a quantidade de produto
obtido, sendo necessario um tempo minimo de 20 minutos para que a reacao seja
completa. A reacao de derivatizacdo ocorre conforme apresentado na Figura 3, onde

o FMOC reage com o nitrogénio da amina primaria do alendronato.

\\P/O'
o OH
O\ cl OYNH\/\X/O—
ﬁ -o/P\\
O—P—0- © pH 9,0 ° °
H,N oH + —_— +  HCl
+ 0 2
OO0
() (b) (c)

Figura 3 — Reagéo de derivatizacdo do (a) alendronato com (b) 9-fluorenilmetilcloroformato
(FMOC), formando (c) derivado croméforo (composto a ser analisado). Fonte: DE
MARCO et al., 1989.
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Apébs a reacdo de derivatizagdo, faz-se necessario extrair com diclorometano
0 excesso de reagente (FMOC), o qual, se ndo removido de forma apropriada, pode
ocasionar picos assimétricos na analise cromatografica. O diclorometano foi
escolhido, frente a outros solventes organicos pouco polares, por permitir que a fase
aquosa contendo o farmaco derivatizado permaneca superior, devido a sua menor

densidade, facilitando assim a coleta.

No estudo de De Marco foi utilizada uma coluna com fase estacionaria
polimérica a base de estireno divinilbenzeno para a andlise cromatografica. Esta
apresentou maior estabilidade que as colunas convencionais de fase reversa, C-8 e
C-18 a base de silica, frente ao elevado pH da fase movel utilizada (pH=8,0), o qual
se faz necessério para manter a estabilidade do derivado obtido (Figura 3). O
comprimento de onda escolhido para a detecgéo foi de 266 nm, no qual o derivado
apresentou maxima absorvancia. Segundo os autores, o método foi validado para o
doseamento de formulagdo intravenosa, comprimidos e capsulas de alendronato e
para determinagcdo da taxa de dissolucdo, mostrando-se preciso (Desvios Padrao

Relativos — DPRs < 3%), exato e especifico (DE MARCO et al., 1989).

Recentemente, Ptacek e colaboradores (PTACEK, KLIMA & MACEK, 2002)
descreveram um meétodo para determinacdo de alendronato de sédio na urina, onde
também foi empregada a derivatizagdo com FMOC, mas usou-se deteccdo por
fluorescéncia, selecionando o comprimento de onda de 260 nm para a excitacédo da
substancia ativa e de 310 nm para medida da fluorescéncia emitida. Nesta
metodologia ndo houve remocdo do excesso de reagente pela extracdo com

diclorometano e foi utilizada uma coluna convencional C-18 a base de silica em
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detrimento as colunas poliméricas empregadas em outros estudos. Ainda assim
foram obtidos picos simétricos e bem resolvidos, segundo o autor. Fez-se uso de um
padrdo interno para a realizagdo das analises, com intuito de corrigir a variabilidade
causada pela preparacdo das amostras biologicas. O limite de quantificacdo (LQ)
encontrado neste estudo foi de 3,5 ng/mL, demonstrando que o método, levando-se
em conta a baixa biodisponibilidade do alendronato, é adequado para a

determinac&o do farmaco na urina (PTACEK, KLIMA & MACEK, 2002).

Em outro estudo com CLAE em fase reversa (KLINE, MATUSZEWSKI &
BAYNE, 1990), foi desenvolvido e validado um método para determinacdo do
alendronato na urina, utilizando derivatizacdo com 2,3-naftaleno dicarboxialdeido—
cianeto (NDA-CN’) e deteccdo fluorimétrica (DF). O limite de quantificacdo (LQ)
encontrado foi de 5 ng/mL, o qual se apresentou bem abaixo dos valores de LQ
encontrados por outros métodos desenvolvidos até entdo. Posteriormente, 0s
autores iniciaram novo estudo (KLINE & MATUSZEWSKI, 1992), buscando fornecer
uma metodologia com maior sensibilidade e que possibilitasse o uso de um reagente
menos toxico que o NDA-CN’, substituindo o ion cianeto (CN’) por um outro
nucleofilo. Foi entdo publicado um trabalho com CLAE-FR, para determinacdo do
alendronato na urina e no plasma, onde se empregou DF apds derivatizagdo com o
reagente 2,3-naftaleno dicarboxialdeido-N-acetil-D-penicilamina (NDA-NAP). Foi
obtido um LQ de 1 ng/mL e um de 5 ng/mL para o alendronato de sédio na urina e
no plasma, respectivamente, demonstrando assim a sensibilidade superior deste
método em relacdo ao anterior. A reacdo de derivagcdo que ocorre nos meétodos

propostos por Kline e colaboradores pode ser visualizada na Figura 4.
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Figura 4 — Derivatizagdo do alendronato (a), com NDA-CN e com NDA-NAP, formando
derivado croméforo (c); onde (b) é a estrutura do 2,3-naftaleno dicarboxialdeido
(NDA). Fonte: KLINE & MATUSZEWSKI, 1992.

Neste mesmo estudo, além da DF, também foi explorada a deteccéo
eletroquimica (DE) do derivado NDA-CN', observada a eletroatividade do mesmo,
empregando como eletrodo de trabalho carbono vitrificado. O tampéao borato, usado
no preparo da amostra para derivatizacdo, ocasionou uma extensa cauda frontal
interferente na andlise e foi substituido por um tampéao carbonato. Para a escolha do
potencial a ser aplicado durante a deteccao, foi registrado um voltamograma do
derivado (c) (Figura 4). Na varredura de potencial, de +0,4 a +0,8 V, observou-se
uma maxima intensidade de corrente em +0,65 V, o qual foi considerado o potencial
de oxidacdo 6timo para a analise. O LQ encontrado foi de 2,5 ng/mL, demonstrando
boa sensibilidade do método. A precisdo (DPRs < 9%), a exatiddo e a linearidade do
método foram testadas e mostraram-se adequadas, para concentragdes do farmaco

entre 2,5 e 50,0 ng/mL (KLINE & MATUSZEWSKI, 1992).

Recentemente foi desenvolvida uma metodologia cromatografica para
determinacdo do alendronato, em matéria-prima e produto acabado, onde se

empregou a derivatizacdo do farmaco com ftaldialdeido e deteccao por ultravioleta
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em 325 nm. O método se mostrou exato, preciso (DPRs < 3 %) e seletivo,
separando o alendronato dos produtos obtidos pela degradacéo forcada do farmaco
e podendo ser utilizado como método indicador de estabilidade (EL-SATTAR,

AHMAD & EL KADY, 2003).

Um recurso muito utilizado na anélise de compostos ionizaveis por CLAE-FR é
a formacdo do par i6nico. Como a fase estacionaria empregada na CLAE-FR é
apolar, interage fracamente com o soluto i6nico e reduz demasiadamente o tempo
de retencdo, o que pode ocasionar uma seletividade insatisfatéria do método. Na
técnica do par ibnico, um contra-ion de carga oposta ao soluto analisado é
adicionado na fase movel, permitindo que o complexo resultante percorra a coluna
como um par iénico neutro, melhorando sua interagdo com a fase estacionaria e

aumentando a seletividade do sistema.

Dentre os varios métodos descritos para a analise de compostos bisfosfonados
gue empregam o pareamento i6nico, um envolve a determinacdo do alendronato em
fase estacionaria polimérica, usando o brometo de cetiltrimetilamdnio como contra-
ion. Para a deteccao fluorimétrica foi realizada derivatizagcdo pds-coluna com
oftalaldeido e mercaptoetanol (OPA-MERC). O método foi aplicado na determinacao
do alendronato em formulacdo intravenosa e comprimidos (KWONG et al., 1990).
Em 2004 foi publicada metodologia semelhante, onde se utilizou OPA-MERC como
agente derivatizante e perclorato de tetrabutilamdnio como contra-ion. Neste estudo
foi empregada deteccao espectrofotométrica para analise de alendronato em formas
farmacéuticas e deteccdo fluorimétrica para a analise em matrizes bioldgicas (AL

DEEB, HAMDAN & AL NAJJAR, 2004).
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Também foram descritas outras derivatizacbes para a andlise de um
aminodifosfonado andlogo ao alendronato (o pamidronato, ou 3-amino-1-
hidroxipropilideno bisfosfonato) (SPARIDANS et al., 1997 b; SPARIDANS et al.,
1998). Os métodos empregaram a CLAE-FR com utilizagdo de par i6bnico, mas com
distintos reagentes de derivatizacdo: em um, para determinagdo do farmaco em
formulacdes, foi utilizado o fenilisotiocianato, e em outro, para determinacdo em
meios biolégicos, o farmaco foi derivatizado com 1-naftilisotiocianato. Em ambos
houve posterior deteccdo por fluorescéncia. Em um outro estudo realizado pelo
mesmo grupo de autores (SPARIDANS et al., 1997 a), a determinacdo do
pamidronato e de outros bisfosfonados (incluindo o alendronato) através da CLAE-
FR com par ibnico seguiu na mesma linha, empregando-se diferentes isotiocianatos
para a derivatizacdo de cada farmaco e posterior deteccdo por fluorescéncia. Além
disto foi analisada a influéncia de diferentes contra-ions (utilizados para a formacao
dos pares i6nicos) na retencéo relativa de cada farmaco, como pode ser visualizado
na Tabela 1, onde, dependendo do contra-ion utilizado, pode-se inclusive observar a

reversao da ordem de eluigcao.

Tabela 1 - Influéncia do contra-ion na retencéo dos derivados aminobisfosfonados-FTC.

Componente Fator de separagéo (o) em relagcdo ao derivado pamidronato-FTC
(derivado do
fenilisotiocianato) contra-ion TEA contra-ion THA Contra-ion TOA
Pamidronato — FTC 1 1 1
Neridronato — FTC 4,9 0,88 0,88
Alendronato — FTC 1,7 0,94 0,93

Fonte: adaptado de SPARIDANS et al., 1997 a.
FTC = feniltiocianato; Contra-ions: TEA = tetraetiiamb6nio, THA = tetrahexilambénio, TOA =
tetraoctilamonio.
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1.3.1.2 CLAE de Troca I6nica

A cromatografia liquida de troca ibnica (CLAE-TI) é uma alternativa bastante
utilizada na analise cromatografica de compostos ibnicos, constituindo método

perfeitamente aplicavel na determinagédo dos compostos bisfosfonados.

Em um dos métodos que aplicam a CLAE-TI para determinacéo do alendronato
foi utilizada a condutimetria para deteccao do farmaco. Como fase mdvel foi usado o
acido nitrico (HNO3) na concentragdo de 1,6 mmol/L, fornecendo um pH favoravel
para manutencdo do monoion do alendronato na solugéo, o qual € menos retido pela
coluna de troca ibnica que o di-ion, possibilitando reducdo no tempo de andlise.
Devido a alta condutividade do HNO3 (provocada principalmente pela presenca dos
jons H"), o alendronato produziu um sinal decrescente (sinal cromatogréafico
indireto). Tentativas de se utilizar uma coluna supressora, que reduzisse o sinal
provocado pelos ions H® da fase mdvel, ndo foram bem sucedidas, ja que
suprimiram paralelamente a resposta do alendronato. O método foi validado para
duas formulacdes: solugcdo intravenosa e comprimidos, e foi considerado preciso
(DPRs < 2%), exato (boa recuperacado), especifico (alendronato foi bem separado
dos outros componentes nas duas formulacdes) e reprodutivel (determinagdes em
equipamentos diferentes ndo demonstraram diferencas significativas). Foi
encontrado um limite de deteccéo (LD) de 2 ug/mL e um LQ de 5 ug/mL, para uma
razdo sinal/ruido (S/R) igual a 4. Os autores realizaram uma comparacao entre a
andlise com detecgdo condutimétrica e a analise com deteccdo espectrofotomeétrica
no UV (derivatizacdo pré-coluna com 9-fluorenilmetilcloroformato - FMOC) e néo

foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os resultados dos
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dois métodos, os quais puderam ser considerados equivalentes (TSAI, IP &

BROOKS, 1992).

Posteriormente, foi realizado outro estudo com CLAE-TI, onde se utilizou a
deteccdo por indice de refracdo. Assim como na analise por deteccdo
condutimétrica, empregou-se como fase movel o &cido nitrico, utilizando-se no
entanto uma concentracdo um pouco mais elevada (6,0 mmol/L) para esta
metodologia. O método foi validado para a formulagcdo do alendronato em
comprimidos e demonstrou ser seletivo, separando adequadamente o farmaco de
impurezas propil-analogas e dos excipientes. Da mesma forma, demonstrou ser
preciso (DPRs < 2%), exato e robusto. O LD encontrado para o método foi de 0,4

ug/mL, sendo comparavel ao método com detecc¢éo indireta por ultravioleta, com LD

de 1 pg/mL (HAN & QIN, 1996).

Em edicdo recente da Farmacopéia Portuguesa, ha descricdo de monografia
para o alendronato de sodio, onde a determinacdo quantitativa do farmaco é
realizada por cromatografia de troca idnica, utilizando coluna trocadora de anions e

deteccao por indice de refragio (FARMACOPEIA Portuguesa, 2002).

Também foi proposta a determinagédo de bisfosfonados em formulacdes
farmacéuticas por CLAE-TI, utilizando a complexacdo e deteccdo por ultravioleta.
Como fase moével foi empregada uma mistura de acido nitrico (HNO3) e nitrato de
cobre Il (Cu(NOg),). A capacidade de absorver radiacdo UV foi conferida pela
formacdo de complexo cromdforo, obtido pela reacdo entre os farmacos e ions

clpricos (Cu?") presentes na fase mével. A leitura da absorvancia foi feita no
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comprimento de onda de 245 nm. Dentre os bisfosfonados analisados, o limite de
deteccdo mais baixo (0,4 ug/mL) foi obtido para o pamidronato (SPARIDANS,

HARTIGH & VERMEIJ, 1995).

Ainda explorando a deteccdo espectrofotométrica, foi proposta uma outra
metodologia utilizando CLAE-TI para os bisfosfonados, onde se empregou uma
reacao fotoquimica poés-coluna para os farmacos. O método pode ser explicado,
resumidamente, da seguinte maneira: o bisfosfonado passa por um reator
fotoquimico (acoplado ao sistema) apdés eluir da coluna. No reator ele é submetido a
radiacdo ultravioleta (A = 254 nm) transformando-se em ortofosfato, o qual ir4 reagir
com o molibdato (reagente introduzido pdés-coluna) para formar o fosfomolibdato.
Sob radiacdo UV o fosfomolibdato é reduzido a fosfomolibdénio, um composto de
cor azul que é entdo detectado a um comprimento de onda de 750 nm. O método foi
otimizado para a determinacdo do acido 2-tioetano-1,1-bisfosfénico em formulacdes
farmacéuticas utilizando a eluicdo por gradiente. Esta metodologia apresenta
vantagem frente a eluicdo isocratica por permitir a separacdo de produtos de
degradacéo, obtidos nos ensaios de estabilidade do farmaco em condi¢cdes de

estresse (PENG & DANSEREAU, 2001).

Como esperado, a auséncia de grupo cromoforo na estrutura quimica do
alendronato dificulta sua analise por CLAE com deteccdo espectrofotométrica,
apresentando assim a desvantagem de necessitar de extensivas preparac¢des (no
caso da derivatizacdo pré-coluna) ou de equipamento especifico e de custo mais
elevado (no caso da derivatizagdo pos-coluna). Na tentativa de elaborar

procedimentos mais simples, alguns autores desenvolveram métodos para a
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determinacao de alendronato e outros bisfosfonados utilizando detecgéo indireta por
ultravioleta. Estas metodologias se baseiam na medida da diminuicdo da
absorvancia da fase movel (contendo &cido nitrico) que ocorre pela presenca do

soluto (bisfosfonado) (TSAI et al., 1994; QUATTROCCHI et al., 2001).

Em um dos estudos, foi empregado HNO3; 1,6 mmol/L como fase moével, o
comprimento de onda de 235 nm para leitura da absorvancia e um detector com
polaridade invertida. A medida que os ions nitrato da fase mével sdo substituidos
pelos anions do bisfosfonado (alendronato, entre outros), as medidas de absorvancia
decrescem. Este método foi validado para uma formulacdo de alendronato em
comprimidos e formulag&o injetavel de dois outros bisfosfonados. Entretanto, devido
ao elevado LD encontrado (1 pg/mL), o método ndo se mostrou adequado para
deteccdo de produtos de degradacdo do alendronato em estudos de estabilidade

(TSAl et al., 1994).

Uma outra proposta empregou derivatizacdo pés-coluna e deteccéo indireta por
fluorescéncia para a determinacdo do alendronato e outros bisfosfonados em
matrizes biologicas. Neste estudo foi usada uma coluna anibénica fortemente basica
para a analise por CLAE-TI e a fase mével foi composta por hidroxido de sédio
(NaOH) e nitrato de sddio (NaNO3z). O reagente utilizado na derivatizag&o foi o Als*-
morin. O morin, ou 2',3,4',5,7-pentaidroxiflavona, € um composto fluorescente que na
presenca do ion APP* forma um complexo de fluorescéncia ainda mais intensa. O
principio da andlise é baseado na adi¢do pos-coluna do reagente Als* - morin a fase

movel, conferindo & mesma a capacidade de emitir fluorescéncia. A medida que os
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ions do alendronato eluem da coluna eles competem com o morin pela complexacao

com o Alz*, estabelecendo-se um equilibrio da reagéo:

Al;"-morin + alendronato = Al;"-alendronato + morin

O complexo formado pelo alendronato e o aluminio ndo é fluorescente e o
morin sem a complexagdo com o Alz" se torna menos fluorescente, o que ocasiona
decréscimo na fluorescéncia emitida pela fase movel. Esta diminuicdo na leitura da
fluorescéncia emitida é proporcional & concentracdo de alendronato que elui da
coluna. O limite de deteccdo encontrado foi de 10 ng na coluna (LOVDAHL &

PIETRZYK, 1999).

Encontra-se também, na literatura, estudo para a caracterizacdo do
alendronato onde se emprega a CLAE-TI e deteccdo por espectrometria de massas

com eletro-pulverizacéo (QIN et al., 1994).

1.3.2 Métodos Espectrofotométricos

A utilizacdo do método espectrofotométrico na determinacéo quantitativa de um
farmaco pode ser muito conveniente em algumas situacdes, considerando-se a
simplicidade, rapidez e baixo custo proporcionados por este tipo de analise. No
entanto o alendronato de sédio, assim como alguns outros compostos bisfosfonicos,
nao possui grupamentos cromofdoricos em sua estrutura, 0 que impede sua analise

por técnicas espectrofotométricas convencionais.
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Os compostos bisfosfonados sdo capazes de atuar como quelantes de ions
metalicos, devido a propriedade ligante conferida pelo grupamento hidroxila (TSAI et
al., 1992). Observando esta capacidade, Ostovic e colaboradores realizaram um
estudo onde foi analisada a formagdo de um complexo croméforo entre o
alendronato e fons cupricos (Cu®"). Foi avaliada a cinética da reacdo de formac&o do
complexo e também a capacidade deste de absorver radiacdo ultravioleta. Os
autores apontaram a possibilidade da utilizacdo deste método para a determinacéo
quantitativa do alendronato de soédio, mas destacaram algumas limitacfes, tais
como: a presenca de outros ions que competem pela complexacdo com o
bisfosfonado, a presenca de agentes quelantes do Cu?* (como o citrato por exemplo)
e a baixa solubilidade do complexo bisfosfonado — Cu®** na presenca de valores

elevados de pH (OSTOVIC, STELMACH & HULSHIZER, 1993).

Explorando ainda a propriedade quelante dos bisfosfonados, foi desenvolvida
e validada uma metodologia para determinacdo do alendronato de sédio em
comprimidos, onde o farmaco foi inicialmente complexado com fons férricos (Fe*")
para que entdo pudesse ser analisado por espectrofotometria no ultravioleta (UV)
(KULJANIN et al., 2002). A complexacdo do alendronato ocorreu por adicdo de
solucdo de cloreto férrico (em &acido perclorico) a uma solucdo contendo o
alendronato de sodio (também em acido perclérico). Foram realizados experimentos
para determinar qual proporcédo entre cloreto férrico (FeCls) e alendronato origina
melhores valores de absorvancia e constatou-se que a propor¢cdo ideal para a
formacdo do complexo € de 1:1. Kuljanin e colaboradores observaram maxima

absorvancia do complexo alendronato—Fe®*" em um comprimento de onda de 260

nm, no qual o alendronato livre ndo apresentou leitura, mas onde se nota razoavel
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interferéncia do cloreto férrico, embora seu comprimento de onda de maxima
absorvancia esteja em torno de 238 nm. Assim, para minimizar o efeito interferente
dos ions férricos na andlise, as leituras do complexo foram realizadas em torno de
300 nm. Para avaliar a robustez do método foram feitas medidas da absorvancia,
imediatamente apds a formag¢do do complexo, nos comprimentos de onda de 290,
300 e 310 nm. O LD encontrado para este método foi de 2 ug/mL (para um S/R = 3)
e o LQ foi de 7 ug/mL. A especificidade foi testada avaliando-se a interferéncia dos
excipientes da formulacdo na formacdo do complexo e nas medidas de absorvancia.
A amostra de placebo ndo apresentou sinal nas condi¢cdes experimentais descritas

(KULJANIN et al., 2002).

Embora este método possua especificidade satisfatéria quanto a interferéncia
dos excipientes, ele ndo pode ser considerado seletivo para determinacdo de
produtos de degradacdo e impurezas do alendronato. Portanto, ndo pode ser

aplicado como método indicador de estabilidade.

Estudos empregando a derivatizagdo do farmaco, objetivando conferir ao
mesmo capacidade de absorver radiacdo e possibilitando a deteccao
espectrofotomeétrica, também foram publicados. Uma das metodologias utilizou dois
diferentes reagentes para derivatizacdo: o 1,2-naftaquinona-4-sulfonato e o 2,3-
dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona. Segundo 0s autores, 0 meétodo apresentou
boa recuperacdo e ndo demonstrou interferéncia dos excipientes normalmente
utilizados nas formas farmacéuticas, podendo ser aplicado na determinacdo do
alendronato em matéria-prima e produto acabado (MEYYA et al., 2001). Em outro

estudo, foi desenvolvido e validado um método espectrofotométrico para
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determinacdo do alendronato, onde o farmaco foi derivatizado com ninhidrina e o
produto formado detectado a um comprimento de onda de 568 nm (TAHA &
YOUSSEF, 2003). Recentemente foi desenvolvida metodologia onde o alendronato
foi derivatizado com OPA-MERC e o composto resultante analisado por ultravioleta.

(AL DEEB, HAMDAN & AL NAJJAR, 2004).

1.3.3 Métodos Titulométricos

Da mesma maneira que a espectrofotometria, a titulometria consiste em um
método simples e de baixo custo que pode ser aplicado para a andlise quantitativa
de uma grande variedade de compostos. Por outro lado, durante o procedimento,
pode-se quantificar substancias de estruturas quimicas diferentes que apresentam
propriedades fisico-quimicas semelhantes ou mesmos grupos reacionais. Portanto,

na maioria dos casos, este método ndo pode ser considerado seletivo.

Na literatura cientifica, ha poucos trabalhos propondo metodologia titulométrica
para determinacdo quantitativa de derivados de acidos bisfosfénicos, sendo que em
dois relatos € empregada a complexometria. As analises sdo baseadas na
capacidade dos compostos bisfosfonados em formar complexos. Nestes métodos, o
alendronato (assim como alguns outros bisfosfonados estudados) é titulado por
agentes complexantes como o dinitrilocicloexilenotetracetato de tério (Th[DCTA]) ou
o etilenodiaminotetracetato de torio (Th[EDTA]), sendo o ponto final da titulagdo
determinado utilizando-se indicadores visuais (laranja de xilenol ou azul de metil
timol) (PODOLSKA et al.,, 1997; PODOLSKA, BIALECKA & KWIATKOWSKA-

PUCHNIARZ, 2000).
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A Farmacopéia Americana adota metodologia semelhante para a determinacao
do etidronato, onde o farmaco é titulado pelo Th(DCTA) na presenca do laranja de
xilenol e o ponto final da titulacdo é caracterizado pela viragem do indicador a uma

cor vermelho-violacea (UNITED States Pharmacopeia, 2000).

Ainda explorando a complexagdo do alendronato com ions metalicos, foi
desenvolvido um outro método volumétrico, onde o farmaco foi titulado por solucéo
de cloreto férrico (em &cido acético), utilizando como indicador visual o &cido

salicilico ou o tiocianato (METWALLY & WALASH, 2000).

A volumetria de neutralizagcdo também foi proposta para determinacdo do
alendronato de sédio em formulacdes farmacéuticas, aproveitando as propriedades
acidas da molécula (BUENO & BERGOLG, 2000). Foi utilizado como titulante o
hidréxido de sodio 0,1 e 0,05 mol/L para andlise de matéria-prima e produto
acabado, respectivamente. Segundo os autores, 0 método se mostrou preciso e
exato, porém, na andlise de uma formulacdo sob forma de comprimidos, foi
observada interferéncia dos excipientes. Ha também registros ndo publicados em
meios cientificos, provenientes principalmente de empresas produtoras do farmaco,
onde vem sendo utilizada a titulacédo acido-base para a determinagéo quantitativa do
alendronato de sodio (PROSINT, 1997; CIPLA, 1999). O método, entretanto, precisa
ser melhor avaliado no que se refere a seletividade quando da presenca de

impurezas de carater acido na matéria-prima.



Introdugdo 43

1.3.4 Outros métodos

Metodologias menos comuns na rotina laboratorial farmacéutica também foram
empregadas para a determinacdo do alendronato de sddio, tais como a Eletroforese
Capilar (EC), Plasma de Acoplamento Indutivo ou ICP (Inductively Coupled Plasma)

e a Voltametria de Redissolu¢do Anddica ou ASV (Anodic Stripping Voltammetry).

1.3.4.1 Eletroforese Capilar (EC)

A eletroforese capilar € um método de separacao bastante eficiente e que vem
sendo utilizado cada vez mais na andlise de produtos farmacéuticos. Sua aplicacao
é voltada principalmente para a analise de moléculas carregadas eletricamente, o
que torna este método bastante atraente para a determinacdo dos compostos
bisfosfonados, jA& que estes possuem carga negativa. O uso da EC apresenta
algumas vantagens em relacdo a CLAE, tais como: elevada eficiéncia, alta
resolucéo, rapidez no desenvolvimento dos métodos, reduzido consumo de solvente
e menor volume de amostra utilizada (este Ultimo, as vezes, tornando-se uma

desvantagem face a exigéncia de deteccao sensivel).

Tsai e colaboradores desenvolveram uma metodologia para a determinacao do
alendronato de soédio utilizando a EC como método de separacéo. Foi utilizado tubo
capilar de silica, ndo revestido, com solugdo composta por uma mistura de acido
nitrico (HNO3 1,6 mmol/L) e sulfato cuprico (CuSO, 2 mmol/L) e empregou-se a
deteccdo direta do complexo formado entre o alendronato e o cobre (presente na
solucéao eletrolitica), por ultravioleta. Este método apresentou algumas vantagens em

comparacao a dois outros metodos utilizando CLAE (um com CLAE-FR e deteccéo
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espectrofotométrica e outro com CLAE-TI e deteccdo por condutividade), tais como:
maior eficiéncia de separagao, maior simplicidade e rapidez no preparo da amostra e
consumo extremamente reduzido de fase movel. Contudo, a dificuldade dos autores
em selecionar um adequado padrao interno resultou, como consequéncia, em menor

precisdo do método (DPR 2 — 5%) (TSAI et al., 1992).

Outros métodos onde a EC é utilizada para a determinacdo de compostos
bisfosfonados foram descritos e empregam tanto a deteccdo direta por UV como a
deteccado por espectrometria de massas com eletropulverizacdo (PENG et al., 1998;

HUIKKO & KOSTIAINEN, 2000 a; HUIKKO & KOSTIAINEN , 2000 b).

1.3.4.2 Plasma de Acoplamento Indutivo (ICP)

O ICP é um método que utiliza o plasma como fonte de excitacdo para emisséo
atdmica e pode estar associado a métodos de deteccdo como a Espectroscopia de
Emisséo Otica ou a Espectrometria de Massas. Apesar de ndo ser um método de
uso comum na rotina laboratorial, seu emprego na analise de substancias
farmacéuticas vem aumentando, ja havendo descricdo de sua utilizagdo na
quantificacdo do etidronato (como método de deteccéo acoplado a CLAE-TI) (REED
et al., 1995; RAFAEL G.P., 2003). O método baseia-se na aplicacdo de um campo
de radio freqiéncia a um compartimento por onde passa um fluxo de argbnio. Desta
forma o gas é energizado e, com a ajuda de uma descarga auxiliar, forma um
plasma estavel que atinge uma temperatura de 9727°C. A amostra com a substancia
a ser analisada é nebulizada e carreada pelo fluxo de argdnio até a chama de

plasma, onde atinge uma temperatura extremamente alta, levando a atomizacao do
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analito e posterior emissdo de fotons. A intensidade do feixe de fétons emitido é

proporcional a concentracdo da substancia na amostra (RAFAEL G.P., 2003).

Reed e colaboradores desenvolveram uma metodologia para a determinagéo
do alendronato de sédio em comprimidos utilizando a andlise por ICP para contetdo
de fosforo. O alendronato (tanto o padrdo como a amostra em comprimidos) foi
dissolvido em &agua e diretamente analisado (sem o uso de método de separacéo
previamente a andlise). No espectrobmetro acoplado ao ICP foi selecionado um
comprimento de onda de 178 nm (utilizado para a deteccdo de fésforo). O método foi
considerado linear, preciso (DPRs < 2%) e exato (comparativamente ao método por
CLAE-FR, com uso do FMOC e deteccdo por UV). Além disto mostrou ser
extremamente rapido e simples, proporcionando facil preparo da amostra e menor
tempo total de analise. No entanto ndo pode ser utilizado como indicador de
estabilidade, pois é especifico apenas para o fésforo, podendo quantificar ao mesmo
tempo qualquer composto que contenha este elemento (tais como impurezas de

sintese ou produtos de degradacéo do alendronato) (REED et al., 1995).

1.3.4.3 Voltametria de Redissolu¢céo Anodica

A voltametria de redissolucdo € um método extremamente sensivel, utilizado
para a determinacdo de baixas concentracdes de substancias eletroativas em
solucdo. E empregado na andlise de compostos que possam ser facilmente

reduzidos e oxidados, tais como 0s metais.

Esta técnica é baseada na aplicacdo de um potencial extremamente negativo

(chamado de “potencial de deposi¢cao”) a um eletrodo em contato com uma solugéo
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contendo o analito (geralmente um ion metalico), o qual sofre reducédo e se deposita
na superficie do eletrodo. Em seguida, o potencial aplicado é modificado, realizando-
se uma varredura na direcdo de valores positivos. Desta forma o analito acumulado
é reoxidado e se dissolve, retornando a solucdo e resultando na geracdo de uma
corrente. A intensidade da corrente produzida é proporcional & concentragdo da
substancia analisada que se depositou no eletrodo (BIOANALYTICAL SYSTEMS,

2003).

Recentemente, Razac e colaboradores (2003) desenvolveram uma
metodologia para a analise do alendronato de sodio (além de outros dois compostos)
através da Voltametria de Redissolucdo Anddica. Neste método foi realizada a
complexacéo do farmaco pelo cobre (Cu®*) e o complexo formado depositou-se na
superficie do eletrodo sob a acdo de um potencial de deposicao de —1100 mV. Para
a extragao foi utilizada a “Voltametria de Redissolu¢do Anddica de Pulso Diferencial’
(DPASV), a qual € um tipo de voltametria de redissolucdo que apresenta elevada
sensibilidade. Durante o estudo foi analisada a influéncia do pH e do tempo de
agitacdo sobre a formacdo do complexo, assim como o efeito do potencial de
acumulacéo sobre a etapa de deposicdo. Tambéem foi observado que o excesso do
fosfato de cobre Il (Cus(POy),), utilizado na complexacéo, ndo interfere na analise,
pois este reagente é fracamente sollvel e mesmo pequenos niveis de Cu?* residuais
nao prejudicam a deteccdo do complexo. O método foi considerado linear (faixa de
0,1 a 0,3 ug/mL), preciso (DPRs < 2%), exato e apresentou alta sensibilidade, com
um limite de deteccao igual a 8,6 ng/mL e um limite de quantificacdo igual a 29

ng/mL (RAZAC et al., 2003).
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2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a aplicabilidade de método de analise alternativo — titulométrico e

cromatografico — para o alendronato de sodio, passivel de ser utilizado em empresas

de médio porte, no controle da qualidade de matéria-prima e produto acabado

manipulado (principalmente capsulas).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizacdo de alendronato de soOdio matéria-prima de diferentes
fornecedores, para avaliar a possivel presenca de impurezas interferentes no

método titulométrico;

Avaliar, na execucdo do método titulométrico, se a determinacao visual do
ponto de equivaléncia pode substituir a determinacdo potenciométrica do

mesmo,

Explorar a utilizacdo da detecgdo ultravioleta indireta e da deteccao
ultravioleta em baixo comprimento de onda na analise cromatografica do

alendronato de sodio;

Comparacdo dos meétodos propostos com a metodologia por CLAE-FR

empregando derivatizagdo com FMOC e detecg¢éo por UV;

Validar os métodos alternativos no que se refere aos parametros de validacao

para metodologias analiticas adotados oficialmente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Substancias e produtos farmacéuticos

* Alendronato de sodio triidratado — Substancia de Referéncia (padrao secundario -
Pureza: 99,6%):

ALD-SR — Fornecedor: MERCK. Lote: 0207000022.

* Alendronato de sddio triildratado — Matéria-prima:
ALD-MP1 — Fornecedor: DEG. Lote: 0805082003;
ALD-MP2 — Fornecedor: PURIFARMA. Lote: 0806122003;

ALD-MP3 — Fornecedor: DEG. Lote: 0802012004.

¢ Alendronato de sddio triildratado — Lotes Experimentais do produto acabado:
ALD-LE80O — Mistura de pds para capsula para conter 56 mg de acido
alendrénico por unidade farmacéutica (80%);
ALD-LE100 — Mistura de pés para cépsula para conter 70 mg de acido
alendrénico por unidade farmacéutica (100%);
ALD-LE120 — Mistura de pés para cépsula para conter 84 mg de acido

alendrénico por unidade farmacéutica (120%).

* Alendronato de sodio — Capsulas com 70 mg de acido alendrdnico:

ALD-CPS - Fornecedor: Farmacia Universitaria / UFRJ.
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3.1.2 Reagentes

* 9-fluorenilmetilcloroformato — FMOC (SIGMA);
* Acetato de sodio triidratado (VETEC);

* Acetonitrila para CLAE (TEDIA);

* Acido acético glacial P.A. (VETEC);

* Acido cloridrico 37% P.A. (MERCK);

* Acido fosforico P.A. (TEDIA);

* Acido y-aminobutirico — GABA (SIGMA);

e Acido nitrico P.A. (MERCK);

* Aerosil (VIAFARMA);

¢ Biftalato de potassio (MERCK);

* Borato de sédio (MERCK);

* Brometo de potassio (MERCK);

* Citrato de s6dio (PROQUIMIOS);

* Cloreto de mercurio (PROQUIMIOS);

* Diclorometano P.A. (VETEC);

* Etanol P.A. (VETEC);

* Fosfato dibasico de sédio anidro (VETEC);

* Fosfato monobaésico de sédio monoidratado (PROQUIMIOS):
* Hidroxido de sédio (VETEC);

* Lactose (PHARMASP);

* Metanol — MeOH (P.A: VETEC; para CLAE: TEDIA);

* Ninhidrina (SIGMA).
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3.1.3 Equipamentos e acessorios

Agitador magnético — CORNING Stirrer/Hotplate;

* Balanca analitica METTLER TOLEDO — AG204;

* Balanca de precisdo METTLER TOLEDO — PB3002;
* Banho de ultra-som UNIQUE — USC 2850;

* Calorimetro de DSC METTLER TOLEDO — DSC822;

¢ Centrifuga IEC (International Equipment Company) — CENTRA MP4R;
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* Cromatografo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU — bomba modelo LC-10AD

vp, auto-injetor modelo SIL-10AD vp, detector de arranjo de fotodiodos modelo

SPD-M10A vp e sistema de dados (software) modelo CLASS-VP verséo 6.1,

* Cuba cromatografica de vidro, dimensoes internas 20 x 20 x 8 cm;
¢ Destilador QUIMIS;

* Dissolutor HANSON — SRII6;

* Eletrodo DIGIMED — DME CV1;

* Espectrofotdbmetro SHIMADZU — UV PC 2401;

* Espectrofotdbmetro de infravermelho SHIMADZU — FTIR 8300;
* Espectrometro de RMN VARIAN — GEMINI 200 RT;

e Estufa QUIMIS — Q 3178 SE;

* pHmetro/condutivimetro METTLER-TOLEDO — MPC227,

* Placa cromatografica de silica-gel 60 Fzs54 (MERCK);

* Ponto de fusdo BUCHI B-540;

* Termobalanca METTLER TOLEDO — TGA/SDTA851,;

* Titulador automatico METTLER — DL25.
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3.2 METODOS

3.2.1 Caracterizacdo das amostras de matéria-prima

3.2.1.1 Faixa de fusdo

As amostras foram introduzidas em capilares de vidro e levadas ao
equipamento BUCHI B-540 para determinagdo da faixa de fusdo pelo método do

capilar (FARMACOPEIA Brasileira, 1988).

3.2.1.2 Perda por dessecacao

Aproximadamente 1 g de cada amostra foi levado a estufa, regulada em 140°C,
até peso constante (por aproximadamente 2 horas) (FARMACOPEIA Portuguesa,

2002):

3.2.1.3 Analise termogravimétrica e calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para a analise termogravimétrica (TGA), as amostras de matéria-prima
alendronato de soédio foram levadas a termobalanca METTLER TOLEDO -
TGA/SDTAS851. e submetidas a varredura de 25 a 1000°C, com velocidade de
aquecimento de 10°C/min. Para a analise por DSC foi empregada varredura entre 25
a 300°C e velocidade de aquecimento de 1°C/min, utilizando calorimetro METTLER

TOLEDO - DSC822..



Materiais e Métodos 52

3.2.1.4 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram preparadas solucbes aquosas das amostras de alendronato matéria-
prima, na concentracdo de 10 mg/mL, e solu¢cdes aquosas de acido y-aminobutirico
(GABA), nas concentracbes de 10, 20, 30, 50 e 100 pg/mL (correspondendo a,
respectivamente, 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1% de GABA na amostra). Foram aplicados 10
uL das solugbes em placa cromatogréafica de silica-gel 60 Fs4, utilizando a fase
moével MeOH : Agua : HAc (80:18:2) para eluicdo por percurso de 10 cm. Apos
observar-se a extincdo a luz UV (254 nm), a placa foi aspergida com solucéo
alcodlica de ninhidrina 0,1% p/v e levada a estufa a 100°C por 5 minutos (PROSINT,

1997).

3.2.1.5 Determinacéao de fosfito

Preparo das solucdes reagentes:

e Solucdo de acetato de sodio/acido acético: 13,6 g de acetato de sodio
trildratado foram dissolvidos em 50 mL de agua destilada. Adicionaram-se 20
mL de acido acético glacial e completou-se o volume para 100 mL com agua

destilada.

e Solucdo de cloreto de mercurio 3%: 3 g de cloreto de mercuario Il foram

dissolvidos em 100 mL de 4gua destilada.
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e Solucao de acido cloridrico 1%: 2,5 mL de acido cloridrico 37% foram diluidos
em aproximadamente 50 mL de agua destilada, completando-se o volume

para 100 mL com o mesmo solvente.

Procedimento:

Aproximadamente 500 mg de cada amostra de matéria-prima foram diluidos
em 20 mL de agua destilada. Em seguida foram adicionados, de forma lenta e sob
agitacao constante, 10 mL de solucdo de acetato de sodio/acido acético e 15 mL de
solucéo de cloreto de mercurio 3%. As amostras foram levadas a estufa regulada
entre 30 e 45°C, durante 2 horas. O precipitado formado foi ent&o filtrado através de
membrana de vidro sinterizado (nimero 4), com auxilio de vacuo, procedendo-se a
lavagem do residuo com acido cloridrico 1% (3 lavagens) e agua destilada (5
lavagens). O precipitado foi levado a estufa, regulada a 100 + 5°C, durante 2 horas,

para posterior pesagem do material (PROSINT, 1997).

3.2.1.6  Espectrometria no infravermelho

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo 3% p/p de alendronato de sédio
tridratado, as quais foram levadas ao espectrofotbmetro de infravermelho
SHIMADZU - FTIR 8300, realizando-se varredura do espectro entre 400 e 4000 cm™

(FARMACOPEIA Portuguesa, 2002).
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3.2.1.7 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

O equipamento foi calibrado utilizando-se referéncia externa. Em seguida as
amostras de ALD-SR, ALD-MP1 e ALD-MP3 foram dissolvidas em agua deuterada e
levadas ao espectrometro de RMN VARIAN — GEMINI 200 RT, realizando-se analise

para medida de hidrogénio, com aplicacdo de freqiéncia de 200 MHz.

3.2.2 Método Titulométrico

3.2.2.1  Preparo da solucgao titulante

Solucdo de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 M foi obtida a partir de solucdo 10
M, utilizando-se agua recém destilada para diluicdo. A solucéo titulante foi fatorada
imediatamente antes de cada analise, utilizando-se como padréo primario o biftalato

de potéassio (previamente dessecado).

3.2.2.2  Andlise titulométrica das matérias-primas

Pesou-se exatamente cerca de 200 mg da amostra, a qual foi dissolvida em
aproximadamente 60 mL de &agua recém destilada e levada ao ultra-som por 2
minutos, com agitacdo manual. A solucao foi levada ao titulador automaético e titulada
com NaOH 0,1 M, determinando-se o ponto de equivaléncia potenciometricamente.
Para as analises com determinacdo visual do ponto de equivaléncia, foram
adicionadas aproximadamente 3 gotas de fenolftaleina a solugdo com o farmaco, a
qual foi titulada com NaOH 0,1 M até aparecimento de ténue coloracao résea. Com o

volume obtido nas titulagdes, calculou-se o teor porcentual de alendronato de sodio
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triidratado contido na amostra, considerando que 1 mL de NaOH 0,1 M equivale a

32,512 mg de alendronato de sodio triidratado.

3.2.2.3  Analise titulométrica de produto acabado — Validagdo do método

Preparo dos lotes experimentais (LE):

Foram preparados 3 lotes experimentais (LE) da mistura de pds para capsulas
de alendronato de sddio, empregando-se a técnica da progressdo geométrica dos
pés em gral com pistilo e formula para preparo de capsulas fornecida pela Farmacia
Universitaria da UFRJ (Tabela 2). O célculo das quantidades de farmaco e

excipientes utilizados na formula levou em consideracédo os seguintes fatores:

e Dose por cdpsula: 70 mg de acido alendrénico (para o lote ALD-LE100);

¢ Quantidade de alendronato de soédio triidratado por capsula: 91 mg (para o

lote ALD-LE100);

e Tamanho do lote: 363 capsulas;

e Uso de capsulas de gelatina dura com volume unitario de 0,3 mL;

e Densidade aparente do lote de alendronato de sédio triildratado utilizado na

formulacédo (contendo 0,5% de aerosil): 0,833 g/mL;

e Densidade aparente do lote de lactose utilizado na formulag&o: 0,526 g/mL.
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Tabela 2 — Composicéo dos lotes experimentais.

Lote Massa de matéria-prima (g) Massa

experimental Alendronato de Lactose Aerosil total ()
sédio triidratado

PLACEBO 0 36,4540 0,1661 36,6201

ALD-LE80 26,4951 36,5017 0,1733 63,1701

ALD-LE100 33,0355 36,5009 0,1651 69,7015

ALD-LE120 39,6364 36,4999 0,1670 76,3033

Onde: ALD-LE80, ALD-LE100 e ALD-LE120 correspondem aos lotes contendo, respectivamente,
80%, 100% e 120% da substancia ativa (alendronato).

Procedimento para andlise dos LEs:

Para a analise titulométrica, pesou-se exatamente cerca de 430 mg da mistura
de p6s de cada lote (contendo o equivalente a 200 mg de alendronato de sédio
triidratado, baseado no esperado para o lote ALD-LE100), diluiu-se em
aproximadamente 60 mL de &gua recém destilada e levou-se ao ultra-som por 2

minutos, com agitacdo manual. Procedeu-se a titulagdo potenciométrica das

amostras com NaOH 0,1 M em titulador automatico METTLER — DL25.

Para avaliagao da precisdo, exatidao, intervalo e especificidade, de acordo com
as normas aplicadas (ANVISA, 2003), seis amostras de cada lote foram analisadas

em dois dias consecutivos.

Procedimento para andlise das capsulas prontas:

Vinte unidades das cépsulas ALD-CPS foram pesadas individualmente,
determinando-se o peso do conteudo por diferenca e em seguida calculando-se o

peso médio para a amostragem.
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O conteudo de vinte unidades das capsulas ALD-CPS foi homogeneizado em
gral com pistilo. Foram pesadas 6 aliquotas de pd contendo o equivalente a 200 mg
de alendronato de sddio, as quais foram diluidas em aproximadamente 60 mL de
adgua recém destilada e levadas ao ultra-som por 2 minutos, com agitacdo manual.
As amostras foram tituladas com NaOH 0,1 M, determinando-se o ponto de
equivaléncia potenciometricamente. O teor da preparacdo foi determinado em

relagdo a quantidade declarada de &cido alendrdnico por capsula.

3.2.2.4  Analise titulométrica aplicada ao teste de dissolucédo das capsulas

Condicdes do teste — perfil de dissolucdo:

A dissolucédo das capsulas de alendronato de sédio foi avaliada em aparelho de
dissolucdo HANSON — SRII6 de cubas com agitador tipo cesta (USP Apparatus 1)
na velocidade de 75 rpm. Agua destilada, previamente desaerada e aquecida a uma
temperatura de 37,0 + 0,5 °C, foi empregada como meio de dissolucdo, tendo sido
utilizado um volume de 500 mL por cuba. Cinco unidades das capsulas ALD-CPS e
uma cépsula vazia (involucro) foram introduzidas em seus respectivos cestos. Foram
coletadas aliquotas de 15 mL de cada cuba nos tempos de 5, 15 e 30 minutos, nao
sendo realizada a reposicdo do meio de dissolucdo. De cada aliquota coletada na
dissolucéo, foram transferidos exatamente 10,0 mL ao titulador automatico para

analise segundo metodologia descrita a seguir.



Materiais e Métodos 58

Titulacdo das amostras do teste de dissolucdo:

A determinacado quantitativa da massa de acido alendrénico dissolvida em cada
tempo, por titulometria acido-base, mereceu o ajuste descrito por Moreno e
colaboradores, onde amostras diluidas de alendronato de sddio (na concentragcao
aproximada de 1 mM) sao tituladas por solucdo de hidréxido de sodio 0,001 M na
presenca de nitrato de sédio (NaNOj3). O sal adicionado tanto a solucdo de
alendronato quanto ao titulante (NaOH), objetiva ajustar a forca idbnica para 0,3 M,
necessaria para a medida da diferenca de potencial na presenca de pequenas

variacfes da forca eletromotriz (MORENO, PEZZA & PEZZA, 2004).

Assim, aos 10,0 mL de meio obtidos na dissolu¢édo foram acrescentados 50 mL
de NaNO3; 0,36 M, de modo a ajustar a forca idnica dos 60 mL de solucéo titulada
para 0,3 M. Em seguida procedeu-se a titulacdo com solucdo de NaOH 0,001 M
(diluido em NaNOsz; 0,3 M e fatorado normalmente), determinando-se

potenciometricamente o ponto de equivaléncia.

3.2.3 CLAE em Fase Reversa com derivatizacdo por FMOC e deteccédo por

ultravioleta

3.2.3.1  Preparo e anélise das amostras

O preparo das amostras de alendronato, os reagentes utilizados e os
procedimentos analiticos foram baseados nos artigos de De Marco (DE MARCO et
al., 1989) e Medjedovic (MEDJEDOVIC, 2002). Recentemente, método semelhante

foi publicado na Farmacopéia Americana (UNITED States Pharmacopeia, 2005).
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Solucao tampéao de citrato (0,05 M) / fosfato (0,05 M) — pH 8,0: 14,7 g de citrato de

sédio diidratado e 7,05 g de fosfato dibasico de sddio anidro foram dissolvidos em
900 mL de agua destilada, ajustando-se o pH da solu¢cao em 8,0 com &cido fosférico
e em seguida completando-se o volume para 1000 mL com &gua destilada. A
solucéo foi em seguida filtrada através de membrana com 0,45 um de diametro de

poro.

Solucédo de borato de sédio (0,1 M): 4,02 g de borato de sédio decaidratado foram

dissolvidos em 200 mL de agua destilada.

Solucdo de citrato de sodio (0,1 M): 58,8 g de citrato de sodio diidratado foram

dissolvidos em 2000 mL de agua destilada.

Solucdo de FMOC (0,5%): 50 mg de 9-fluorenilmetilcloroformato, foram dissolvidos

em 100 mL de acetonitrila P.A. Tal solucdo pode ser armazenada por até 5 dias a

5°C (DE MARCO et al., 1989).

Preparo das solucdes de alendronato na concentracdo de trabalho (100 pg/mL):

foram transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, exatamente cerca de 100 mg
de alendronato de sodio, diluiu-se em 60 mL de solug&o de citrato de sodio (0,1 M) e
levou-se ao ultra-som por 2 minutos, sob agitacdo. Em seguida completou-se o
volume com a solucdo de citrato. Desta solucéo, foi transferida aliquota de 5,0 mL

para baldo de 50 mL e completou-se o volume com solucao de citrato (0,1 M).
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Procedimento de anélise (derivatizacdo e extracao):

Aliquotas das solucdes foram transferidas para tubo de centrifuga com

capacidade para 50 mL, em quantidade indicada na tabela 3.

Tabela 3 — Quantidade de solucdes e reagentes adicionados ao tubo de centrifuga.

Reagentes / Soluc¢des Branco Amostras de Alendronato
(Padrao e Matérias-primas)

Solucéo de alendronato 0 5mL
Solugéo de citrato (0,1 M) 5mL 0
Solucéo de borato (0,1 M) 5mL 5mL
Solugéo de FMOC (0,5%) 5mL 5mL

Apés adicionar as solucfes e reagentes aos tubos, agitou-se por 30 segundos
e em seguida deixou-se em repouso por 30 minutos. Decorrido o tempo de reacao,
foi adicionado a cada tubo 25 mL de diclorometano P.A., agitou-se vigorosamente e
deixou-se em repouso por 5 minutos. Os tubos foram levados a centrifuga a 1000
rpm por 5 minutos e em seguida, aliquotas da camada superior aquosa foram
retiradas e filtradas através de membrana com 0,45 um de diametro de poro, para

serem injetadas no cromatdgrafo.

O teor das matérias-primas ALD-MP1, ALD-MP2 e ALD-MP3 foi calculado pelo
método do padréo externo, utilizando-se um ponto da curva de calibracdo do padrao

ALD-SR, na concentracao de trabalho de 100 ug/mL.
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3.2.3.2  CondicOes do sistema cromatografico

e Fase movel: tampao citrato (0,05 M) / fosfato (0,05 M) — pH 8,0 :

acetonitrila : metanol (75 : 20 : 5, v/v);

e Coluna: uBondapak C;g 10 um — 3,9 x 300 mm (WATERS - n° de

série: W12052F);

e Vazao: 1,2 mL/min;

¢ Volume de injecéo: 20 puL;

e Comprimento de onda para deteccdo: 266 nm.

3.2.3.3  Verificacdo da precisao e linearidade

Preparo do padrdo ALD-SR: preparou-se Solugcao-estoque contendo 625 ug/mL de

alendronato, diluindo-se cerca de 62,5 mg de ALD-SR em 100 mL de solug&o de
citrato 0,1 M. A partir da solucdo-estoque, foram obtidas 5 diluicdes com

concentracdes de 50, 75, 100, 125 e 150 pg/mL (em solucéo de citrato 0,1 M).

Procedimento de analise (derivatizacdo e extracdo): adotou-se procedimento e

condi¢cbes anteriormente descritos no item 3.2.3.1.

Com o objetivo de se avaliar a linearidade e a precisdo do método, triplicatas
da solugao-estoque e respectivas diluigcdes (entre 50 e 150 ug/mL) de ALD-SR foram
preparadas e analisadas em dois dias consecutivos (n = 6, para cada ponto da curva

de calibracdo). A preciséo foi avaliada calculando-se o desvio padréo relativo (DPR)
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intra-dias e inter-dias em cada concentracdo da curva. Para determinar a precisao
de injecao, foram realizadas 10 injecbes da amostra de ALD-SR na concentracao de
trabalho (100 pg/mL). A linearidade foi avaliada calculando-se os valores do
intercepto (a), da inclinacdo (b) e do coeficiente de correlagéao (r), obtidos do total
das réplicas analisadas, submetendo-os em seguida a testes estatisticos, para

avaliacdo da regressao linear (y = a + bx).

3.24 CLAE em Fase Reversa com deteccdo por ultravioleta em baixo

comprimento de onda

3.2.4.1 Preparo e andlise das amostras

Para o preparo da Solucdo-estoque, contendo 6,25 mg/mL de alendronato,
cerca de 312,5 mg da amostra foram transferidos para baldo volumétrico de 50 mL,
acrescentou-se agua destilada e, apos levar ao ultra-som, completou-se o volume
com o mesmo solvente. A partir da solucdo-estoque, foram obtidas diluicbes com
concentracdes entre 0,5 e 1,5 mg/mL (em agua destilada). Todas as solu¢des foram
filtradas através de membrana com 0,45 um de didmetro de poro, previamente a

injecao.

Para a fase movel, ajustou-se o pH de 1000 mL de agua destilada para 2,03
com acido fosforico, filtrando-se a solugéo obtida através de membrana com 0,45 um

de diametro de poro.
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3.2.4.2  CondicOes do sistema cromatografico

e Fase Movel: Agua destilada pH 2,03 (acidificada com &cido

fosforico);

e Coluna: uBondapak Cig 10 um — 3,9 x 300 mm (WATERS - no de

série: W12052F);

e Vazao: 1,0 mL/min;

e Comprimento de onda para detecc¢do: 210 nm;

e Volume de injecdo: 20 pL.

3.2.4.3 Validacdo do método para analise das matérias-primas

Com o objetivo de se avaliar a linearidade e a precisdao do método, de acordo
com as normas aplicadas (ANVISA, 2003), triplicatas da solucédo-estoque de ALD-
SR e respectivas diluicbes (nas concentracdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 mg/mL)
foram preparadas e analisadas em dois dias consecutivos (n = 6, para cada ponto da
curva de calibracdo). A precisdo do método foi avaliada calculando-se o desvio
padréo relativo (DPR) intra-dias e inter-dias em cada concentracdo da curva. Ja a
preciséo de injecéo foi avaliada através do DPR observado para as areas obtidas de

10 injecOes da amostra de ALD-SR na concentracdo de trabalho (1,0 mg/mL)

Para a avaliagdo da linearidade do método, determinou-se a equacdo da reta
calculando-se o intercepto (a), a inclinacdo (b) e o coeficiente de correlagéo (r),

obtidos do total das réplicas analisadas, expressando-os em termos de média + erro
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padrao (EP). Para avaliacdo da regresséo linear, os valores obtidos de inclinacéo,
intercepto e coeficiente de correlacdo, foram submetidos a testes estatisticos (t de

student).

Além disto, amostras de GABA foram preparadas e submetidas a analise
cromatografica, para avaliar a separacdo entre este composto e o alendronato,

considerando as condicGes cromatograficas aplicadas.

3.2.5 CLAE de Troca lénica com deteccéo indireta por ultravioleta

O preparo das amostras de alendronato, os reagentes utilizados e os
procedimentos analiticos, foram baseados no artigo descrito por Tsai e

colaboradores (TSAI et al., 1994).

3.2.5.1 Preparo e anélise das amostras

Para o preparo da Solucédo-estoque, contendo 1000 ug/mL (1 mg/mL) de
alendronato, cerca de 100 mg da amostra foram transferidos para bal&o volumétrico
de 100 mL, acrescentou-se agua destilada e, apos levar ao ultra-som, completou-se
o volume com o mesmo solvente. A partir da solucdo-estoque, foram obtidas
diluicbes com concentracdes entre 20 e 500 ug/mL (em agua destilada). Preparou-
se solugcdo de GABA na concentracdo de 500 pg/mL, diluindo-se, em baléo
volumétrico, cerca de 25 mg de GABA em 50 mL de agua. Todas as solugcdes foram
filtradas através de membrana com 0,45 um de diametro de poro, previamente a

injecao.
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Para a fase movel, solucdes diluidas de acido nitrico (entre 1,5 e 7,5 mM) em
agua, foram preparadas a partir de solucéo estoque a 0,15 M e em seguida filtradas

através de membrana com 0,45 um de diametro de poro.

3.2.5.2 Condicdes do sistema cromatografico

e Fase Mdvel: Acido Nitrico nas concentracdes de 7,5; 6,0; 4,5; 3,0 e

1,5 mM;

e Coluna: uBondapak NH, 10 pm — 3,9 x 300 mm (WATERS - n° de

série: W92241A03);
e Vazédo: 1,5 mL/min;
e Comprimento de onda para deteccéo indireta: 235 nm;

e Volume de injecdo: 20 pL.

3.2.5.3 Coleta de aliquotas da CLAE e andlise por CCD

Para confirmar a identidade dos picos obtidos no cromatograma tracado
indiretamente, foram realizadas repetidas injecées de 40 uL da solucdo de ALD-MP1
(na concentracdo de 1 mg/mL) e de GABA (na concentracdo de 500 npg/mL).
Recolheu-se aliquotas da fase movel eluida, em torno dos tempos de retencdo de
cada pico. As aliquotas foram evaporadas em estufa por 12 horas a 60°C e o
residuo redissolvido em 1 mL de agua destilada para posterior analise por CCD (de
acordo com método descrito no item 3.2.1.4). A concentracdo esperada de ALD-MP1

na solucéo final era de 8 mg/mL e para o GABA era de 60 pug/mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE MATERIA-PRIMA

4.1.1 Faixade fusao

Todas as amostras de alendronato de sodio triidratado fundiram-se em faixas
de temperatura em torno de 263°C (Tabela 4), estando proximas a faixa de 257,0 —
262,5°C, relatada na literatura (KIECZYKOWSKI et al., 1995). Foi observado um
fenémeno de “expansao” do pd dentro do capilar préximo a temperatura de 160°C, o
qual pode ser atribuido a liberacdo da agua de hidratacdo presente no farmaco. Tal
fato dificultou a determinacao precisa da faixa de fusdo, pois o material permaneceu

disperso ao longo do capilar.

4.1.2 Perda por dessecacao

Como pode ser observado na tabela 4, todas as amostras apresentaram
porcentual de agua entre 15 e 17%, mas apenas a amostra de ALD-SR apresentou
porcentual dentro do especificado pela Farmacopéia Portuguesa, ou seja, entre 16,1

e 17,1% (FARMACOPEIA Portuguesa, 2002).

4.1.3 Analise termogravimeétrica e calorimetria diferencial de varredura

O resultado da analise termogravimétrica confirmou os valores encontrados
na perda por dessecacao das matérias-primas (Tabela 4). No entanto, os resultados

encontrados na DSC nao puderam esclarecer o exato ponto de fusdo das matérias-
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primas (o qual se mostra em torno de 250°C), jA que o evento exotérmico gerado
pela decomposicdo das amostras ndo permitiu a definicdo clara da endotérmica

resultante da fusao.

Ao - alendronato de sodic - DSC @Y 20.04.2005 09:05:00
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Figura 5 — Curva de DSC das matérias-primas ALD-SR (a), ALD-MP1 (b), ALD-MP2 (c) e
ALD-MP3 (d).

Na andlise da amostra de ALD-SR pode ser observada a ocorréncia de trés
eventos endotérmicos proximos a temperatura de 120°C (Figura 5), diferindo do
perfil encontrado para as matérias-primas ALD-MP1, ALD-MP2 e ALD-MP3. Tal
ocorréncia foi resultante apenas da liberagcdo da agua de hidratacdo da molécula,
nao se devendo a presenca de impurezas, como sugerido pela observacéo do perfil
encontrado para a 1® derivada da andlise termogravimétrica (Figura 6), o qual se
mostrou semelhante ao perfil encontrado na DSC. A razao deste perfil diferenciado
para a amostra ALD-SR nédo foi esclarecida, sendo necessaria pesquisa mais

detalhada.
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Figura 6 — Curva de TGA da matéria-prima ALD-SR (a), 1% derivada correspondente (b) e
DSC da amostra (c).

Os resultados de algumas das andlises qualitativas realizadas nas amostras de

matéria-prima encontram-se reunidos na tabela 4.

Tabela 4 — Resultados dos testes para caracterizagdo das amostras de alendronato.

Matéria — Teste / Ensaio
Prima Faixa de Perda por TGA CCD % de fosfito
fusédo (T°C) dessecacdao monossoédico
(%) (%) (% GABA)

ALD-SR  262,8 —264,0 16,55 16,57 <011 0
ALD-MP1 262,5-264,0 15,47 15,58 0,1a0,2 0,52
ALD-MP2  262,0 — 264,5 15,68 15,86 <01 0,22
ALD-MP3  262,5-264,0 15,91 15,81 <01 0,05
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4.1.4 Cromatografia em camada delgada

Como pode ser visualizado através da figura 7, a matéria-prima ALD-MP1
apresentou mancha caracteristica de acido y-aminobutirico (GABA — Rf = 0,5),
embora em concentracdo abaixo do limite especificado de 0,5% (FARMACOPEIA
Portuguesa, 2002). No entanto, ndo se observou presenca de GABA na substancia

de referéncia (ALD-SR) e nas matérias-primas ALD-MP2 e ALD-MP3.

a bc de [ g h

A

Figura 7 — CCD das amostras de alendronato de sodio triidratado. Onde
a = ALD-SR; b = ALD-MP2; ¢ = ALD-MP1; letras d a h =
GABA 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1% (respectivamente); i = ALD-MP3.

Através da figura 7 € possivel observar que, assim como o GABA, o
alendronato também é revelado pela ninhidrina, produzindo mancha de cor lilds. A
mesma se encontra retida na origem da placa cromatografica, devido a elevada
afinidade do alendronato (que estd na forma ionizada) pela silica. A reacdo do
alendronato com a ninhidrina € possibilitada pela presenca da amina priméaria na

estrutura do farmaco, como acontece com os aminoacidos (SHRINER et al., 1980).
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Figura 8 — Reacao entre a ninhidrina e os aminoacidos (SHRINER et al., 1980).

4.1.5 Determinacéo de fosfito

O fundamento do ensaio para fosfitos consiste na oxidacdo deste grupo em
presenca de cloreto de mercurio Il, resultando na producdo de calomelano (Hg.Cl,),
0 qual é insolivel em meio &cido e forma precipitado branco (VOGEL, 1981). Tal
precipitado, quando presente, foi filtrado e pesado (analise gravimétrica), para
estimar o porcentual de fosfito monossédico presente na amostra (PROSINT, 1997).
Os resultados obtidos encontram-se relacionados na tabela 4, podendo-se observar
que, com excecdo da amostra de ALD-SR, todas as matérias-primas apresentaram

reacao positiva para fosfitos.

HPO3  + 2HgChL + H,0 —> Hg,Cl,| + H3PO,+ 2CI
(a) (b) (c)

Figura 9 — Reacédo do fosfito (a) com o cloreto de mercurio Il (b), formando precipitado de
Hg.Cl; (c) (VOGEL, 1981).
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A determinacdo do porcentual de fosfitos foi realizada considerando-se a

presenca de fosfito monossodico (NaH,PO3) na amostra. Sendo assim, os calculos

basearam-se na seguinte formula:

% Fosfito monossodico = (massa do precipitado / massa da amostra) x 0,22 x 100

(onde 0,22 = massa molecular do fosfito monossodico / massa molecular Hg,Cly).

4.1.6 Espectrometria no infravermelho

Como pode ser observado no apéndice |, todas as amostras apresentaram

espectros semelhantes ao da substéncia quimica de referéncia, cujo espectro de

absorcao pode ser visualizado na figura 10, ndo tendo sido evidenciadas distor¢oes

apreciaveis no tracado dos espectros das matérias-primas.
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Figura 10 — Espectro de infravermelho da amostra ALD-SR.
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4.1.7 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de hidrogénio da amostra de ALD-SR (Figura 12)
mostram a presenca de um triplete de deslocamento préximo a 2 ppm, atribuido
provavelmente a sobreposicéo de dois tripletes relacionados aos hidrogénios ligados
aos carbonos 2 e 3 (Figura 11), devido a distancia semelhante em relacdo aos
grupamentos com maior densidade eletrdonica (fosfatos e amina). Isto explicaria a
intensidade dobrada em relacdo ao triplete de deslocamento préximo a 3 ppm, 0
qual seria atribuido aos hidrogénios ligados ao carbono 4 (os quais sofreram maior

efeito de blindagem por estarem mais préoximos a amina).

SRS
S
H H H HpPO;

Figura 11 — Formula estrutural do alendronato de sédio, evidenciando os
hidrogénios analisados na espectrometria de RMN.

ApoOs cerca de 6 meses da aquisicdo da matéria-prima ALD-MP1, observou-se
o aparecimento de manchas avermelhadas puntiformes distribuidas por todo
material. Como pode ser visto na figura 12, o espectro de RMN desta amostra
revelou um pequeno pico de deslocamento proximo a 2,9 ppm, evidenciando a
presenca de uma impureza ndo caracterizada. No entanto, a intensidade dos
tripletes em 2 e 3 ppm apresentou a mesma propor¢cao observada para a amostra de

ALD-SR.
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Figura 12 — Espectros de RMN das amostras de ALD-SR, ALD-MP1 e ALD-MP3.
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4.2 METODO TITULOMETRICO

4.2.1 Analise titulométrica das matérias-primas

Analisando a estrutura do alendronato de sddio (Figuras 1 e 11), pode-se
observar a presenca de 3 hidrogénios acidos, ligados aos grupos fosforicos, dos
quais apenas um € neutralizado pelo hidroxido de sodio (0,1 mol/L). Tal fato é
esperado, considerando-se o reduzido valor da constante de ionizacdo acida dos

dois ultimos hidrogénios da molécula, com pKas acima de 10 (MERCK Index, 2001).

Sendo assim, como também relatado no trabalho de Moreno e colaboradores
(MORENO, PEZZA & PEZZA, 2004), a titulacdo do alendronato pelo hidroxido de
sédio apresenta curva com apenas uma inflexdo, cujo salto de pH mostra-se
adequado para determinacdo do ponto de equivaléncia. A fenolftaleina pode ser
utilizada como indicador, como mostra o estudo de Bueno (BUENO & BERGOLD,
2000), pois apresenta zona de transicdo (pH 8 — 10) inserida no intervalo definido

pela inflexdo da curva.

A realizacdo de um “ensaio em branco”, isto &, a titulacido do solvente sem a
amostra, é uma pratica que pode ser utilizada para eliminar a interferéncia de
contaminantes eventualmente presentes no diluente e que tem sido adotada por
alguns laboratorios na titulagdo acido-base do alendronato de sédio. De fato, o uso
da agua como solvente nas titulacdes alcalimétricas merece cuidado especial, pois
se sabe que a agua destilada pode, durante o tempo em que permanece no barrilete

ou mesmo no momento da condensacédo, absorver o gas carbonico presente no ar,
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adquirindo certa acidez. No entanto, € preciso cautela com relacdo a realizacdo do
ensaio em branco nestes casos, pois tal pratica pode mascarar erros inerentes ao
método e se mostra desnecessaria se o titulante é fatorado no mesmo momento e
em condi¢cdes idénticas a amostra, devendo-se preferencialmente realizar a fervura

da agua por 5 minutos (CONNORS, 1982) previamente a titulacao.

Para eliminar a possivel interferéncia do acido carbdnico na titulacdo, optou-se,
neste trabalho, pela utilizacdo de agua recém-destilada na dissolucdo das amostras
e efetuou-se a fatoracdo do titulante imediatamente antes de cada andlise, néo
sendo realizado branco do solvente. A figura 13 mostra a curva da variacdo de pH

em funcéo do volume de NaOH adicionado as amostras do alendronato de sadio.

12

(@)

11 -

10

91  _A—ALD-SR
—O— ALD-MP1

ALD-MP1
64 - - =--ALD-SR

pH

ApH/Avolume

01 2 3 4 5 6 7 8 910
Volume (mL)

3\\\\\\\\\\\
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Volume de NaOH 0,1 M (mL)

Figura 13 — Curvas de titulagdo das matérias-primas ALD-SR e ALD-MP1.
(a)-Medidas de pH em funcéo do volume de NaOH adicionado;
(b)-Primeira derivada das curvas do grafico “a”.
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Os resultados obtidos através da titulacdo com indicador visual e os obtidos
na titulacdo potenciométrica das matérias primas ALD-MP1, ALD-MP2 e ALD-MP3,
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si (teste t),
reafirmando a possibilidade do uso da fenolftaleina como indicador adequado para
esta analise. J& para a amostra ALD-SR os métodos mostraram ser diferentes
estatisticamente, embora as médias obtidas estejam proximas e o valor de P

calculado seja proximo de 0,01, como pode ser observado nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Resultados dos ensaios de teor obtidos na titulagdo das matérias-primas.

Titulag&o potenciométrica Titulag&o visual

Amostra (n=6) (n=16)

TEOR (%) DPR (%) TEOR (%) DPR (%)

ALD-SR 100,41 0,33 99,70 0,40
ALD-MP1 97,78 0,92 97,40 0,49
ALD-MP2 102,91 0,62 102,19 0,74
ALD-MP3 109,13 0,21 109,24 0,52

Tabela 6 — Comparacao estatistica (Teste t ndo-pareado) entre os resultados
obtidos por titulacao visual e potenciométrica.

Amostra Valor de P
(Matéria-Prima) (o = 0,05)
ALD-SR 0,007*
ALD-MP1 0,386**
ALD-MP2 0,103**
ALD-MP3 0,668**

(*) = P < 0,05; (**) = P > 0,05.
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Os resultados mostrados na tabela 5 sugerem falta de especificidade do
meétodo titulométrico, principalmente com relacdo a analise das amostras ALD-MP2 e
ALD-MP3, as quais apresentaram teor de pureza acima da faixa especificada em
monografia oficial (FARMACOPEIA Portuguesa, 2002). No entanto, os valores de
DPR intra-dia obtidos foram menores que 1% para todas as matérias-primas,

revelando excelente repetibilidade do método.

Na tentativa de se esclarecer a possivel interferéncia de substancias de carater
acido presentes na matéria-prima, foi realizada titulacdo potenciométrica de uma
amostra de GABA, a qual ndo forneceu resultados, uma vez que 0 composto nao
consumiu titulante. O GABA (Figura 14) é precursor de sintese do alendronato e
constitui uma de suas principais impurezas (KIECZYKOWSKI et al.,, 1995). No
entanto, embora apresente caracteristica acida, esta substancia nao interfere na
determinacdo quantitativa das amostras de alendronato. O hidrogénio acido do
GABA néo é titulado pelo hidroxido de sédio, nas condi¢des estabelecidas no
método, devido ao reduzido valor da constante de ionizacdo acida desta molécula

(pKa > 9,0) (MERCK Index, 2001).

HZN\/\/ C\
OH
Figura 14 — Estrutura quimica do acido y-aminobutirico (GABA).

Outra possivel fonte de interferéncia na determinacdo volumétrica do
alendronato € a presenca de fosfatos e fosfitos acidos na matéria-prima, os quais,

assim como o GABA, podem constituir impurezas de sintese. Tais substancias
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podem ser neutralizadas pelo NaOH, resultando em curvas de titulagdo semelhantes
as observadas para o alendronato de sdédio, como pode ser visualizado na titulacdo

do fosfato monobasico de sddio (NaH,PO,) por solucdo de NaOH 0,1 mol/L (Figura

15).
13
12 -
11 A
10 A
9 .
T
o
8 .
7 A * _O— Fosfato monobasico
de sédio
6 - —0— ALD-SR + fosfato
monobasico de sédio
5 —A— ALD-SR
4 T T T T T T T T T T T T
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Volume de NaOH 0,1 N (mL)

Figura 15 — Curva de titulacdo de amostras de NaH,PO, ALD-SR
puro e contaminado com 3,7% (p/p) de NaH,PO,.

Para determinar a capacidade do fosfato monobasico de sodio em influenciar
na neutralizacdo do alendronato, amostras de ALD-SR foram contaminadas com
aproximadamente 3,7% (p/p) de NaH,PO, e em seguida tituladas por solucdo de
NaOH 0,1 mol/L. O porcentual de NaH,PO, foi selecionado calculando-se, pela
estequiometria de reacdo, a quantidade capaz de resultar em acréscimo de volume
de 0,5 mL de NaOH, quando da titulagdo do alendronato. Como pode ser visualizado
na figura 15, a curva produzida pela titulacdo da amostra de ALD-SR contaminada

com NaH,PO, é semelhante aquela resultante da analise do ALD-SR puro. Os
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valores de teor encontrados para a amostra contaminada ficaram em torno de
105,7%, revelando que a presenca do fosfato acido é capaz de produzir

consideravel erro positivo na analise.

As amostras de matéria-prima foram submetidas a dois diferentes testes
qualitativos para determinacdo de fosfatos, utilizando nitrato de prata e mistura
magnesiana (VOGEL, 1981). Mas tais métodos nado forneceram informacdes
conclusivas, pois o alendronato formou complexo com o0s metais empregados,
resultando em producdo de precipitado e prejudicando a detecc¢do do fosfato. Um
método mais adequado, como a cromatografia de troca ibnica, poderia ser utilizado
para determinar de maneira eficiente a presenca de fosfatos nas amostras
(FARMACOPEIA Portuguesa, 2002), mas nido pode ser realizado no presente

estudo devido a auséncia de material e equipamento apropriados.

O acido fosforoso (H3PO3) é um dos precursores de sintese do acido
alendrdnico e possui 2 hidrogénios &cidos, cujos valores de pKa séo: pKa; = 1,29 e
pKa, = 6,74 (MERCK Index, 2001). Na etapa de neutralizacdo do &cido alendrdnico
para obtencdo do alendronato, a presenca de acido fosforoso como impureza do
primeiro pode resultar em formacdo de fosfito monossédico (NaH,POs), o qual
apresenta um hidrogénio passivel de ser titulado pela solu¢cdo de NaOH 0,1 mol/L. A
existéncia de fosfito monossodico em amostras de alendronato de soédio poderia
também interferir positivamente na determinacdo volumétrica do farmaco, como
mostra a tabela 7, onde em funcéo da estequiometria da reacéo de neutralizacao, foi
estimada a pureza resultante de alendronato, caso o material contivesse o

porcentual de fosfito monossadico indicado na primeira coluna.
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Tabela 7 — Influéncia de diferentes quantidades de fosfito monossédico
na titulacdo alcalimétrica do alendronato de sadio.

% de Fosfito Teor (%) de alendronato
monossadico na gque seria obtido para a
amostra amostra contaminada

0 100,00

0,25 100,53

0,5 101,06

0,75 101,59

1 102,13

2 104,25

3 106,38

4 108,50

5 110,63

Observando os resultados encontrados no ensaio para fosfito (ltem 4.1.5 —
Tabela 4), podemos perceber que todas as matérias-primas, com excec¢do da
substancia de referéncia, apresentaram contaminacdo por este composto. No
entanto, os niveis encontrados nao justificam os teores obtidos na titulacdo das

matérias-primas (Tabela 5).

4.2.2 Analise titulométrica de produto acabado — Validacdo do método

A titulacdo das amostras de placebo ndo mostrou interferéncia dos excipientes
utilizados para a fabricacdo das capsulas na determinacdo quantitativa do
alendronato de sodio, revelando seletividade satisfatoria do método com relacédo a
analise da formulacdo ALD-LE. Além disto, como mostra a tabela 8, os valores de

teor encontrados no ensaio de recuperacdo, para os trés niveis de concentracéo
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analisados (80, 100 e 120%), permaneceram dentro da faixa de 98 a 102%,
considerada aceitavel para o intervalo avaliado (AOAC, 2000 apud BARROS &
HIRATA, 2004) e evidenciando a adequada exatiddo do método para a

determinacao do alendronato na formulagéo estudada.

Tabela 8 — Resultados do ensaio de recuperacdo e precisdo do método titulométrico
aplicado a produto acabado (mistura de pés para capsulas).

DIA  ALD-LE mg de acido alendrénico % Recuperado DPR (%)
Adicionado Encontrado (Média = dp) Intra-dia  Inter-dias
1 80 56 56,38 100,67 + 0,39 0,39 0,37
2 56,18 100,33 + 0,27 0,27
1 100 70 70,64 100,91 + 0,40 0,40 0,60
2 70,01 100,02 + 0,40 0,40
1 120 84 84,79 100,94 + 0,68 0,67 0,73
2 83,90 99,88 + 0,26 0,26

Através da tabela 8 pode-se observar que os valores de desvio padrao relativo
encontrados foram menores que 2%, para todo o intervalo analisado (80 a 120%).
Portanto, o método apresentou repetibilidade (DPR intra-dia) e preciséao
intermediaria (DPR inter-dias) dentro dos limites exigidos pela resolucdo RE 899/03

(ANVISA, 2003).

Para as capsulas ALD-CPS o peso médio encontrado foi de 184,04 mg,
observando-se que a formulagdo atende as exigéncias quanto a uniformidade de
massa, para capsulas com conteudo inferior a 300 mg, cujo desvio limite da média

deve ser menor que 10% (FARMACOPEIA Brasileira, 1988). O teor médio de &acido
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alendrénico encontrado na analise das capsulas (n = 6) foi de 98,13% (DPR =

0,72%), estando dentro dos limites aceitaveis, entre 90 e 110% (UNITED States

Pharmacopeia, 2005).

Também foi estudada a possibilidade de se aplicar o método volumétrico com o
ajuste proposto por Moreno (MORENO, PEZZA & PEZZA, 2004), para a realizacao
do teste de dissolucédo das capsulas ALD-CPS, visto que os autores utilizaram com
sucesso esta metodologia titulométrica na determinacdo do alendronato em
formulacdes, empregando pequenas concentracdes do farmaco durante a analise. O
perfil de dissolucdo obtido para as capsulas ALD-CPS, nas condicbes adotadas,

pode ser visualizado na figura 16.

110

% Dissolvido

O T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min.)

Figura 16 — Perfil de dissolucdo das capsulas ALD-CPS (n = 5) em agua,
empregando cesto a 75 rpm.
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Tabela 9 — Resultados do teste de dissolugéo para as capsulas ALD-CPS.

Tempo (minutos) % Dissolvido médio DPR (%) *
0 0 0
5 80,42 17,24
15 94,88 9,64
30 92,06 17,51
*n=5.

Quando o método titulométrico descrito por Moreno foi aplicado na analise das
matérias-primas (Tabela 10), os resultados ndo foram concordantes com o0s
encontrados pelo método descrito no item 4.2.1 (Tabela 5), apresentando elevada
variabilidade nos valores de teor das matérias-primas ALD-MP1 e ALD-MP3 (DPRs
> 2%). Tal fato pode estar relacionado as concentracfes reduzidas da solucéo
titulante (NaOH 0,001 M) e de alendronato utilizadas, levando a obtencéo de curva

com inflexdo pouco pronunciada (Figura 17).

Tabela 10 — Resultados de teor encontrados para as matérias-primas, utilizando-se o
método volumétrico proposto por Moreno e colaboradores (MORENO, PEZZA
& PEZZA, 2004).

Matéria-prima Teor Médio (%) DPR (%) *
ALD-SR 109,92 0,36
ALD-MP1 102,51 4,78
ALD-MP2 115,93 0,60
ALD-MP3 119,16 2,87

*n=3
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Figura 17 — Comparacao entre as curvas de titulacdo da amostra ALD-
SR, utilizando-se NaOH 0,1 M e NaOH 0,001 M.

Desta forma, nédo foi possivel esclarecer se a dispersédo encontrada no perfil de
dissolucéo (Tabela 9), o qual apresentou elevados valores de DPR entre as cubas, é

devida ao método de dissolucéo e a formulagéo, ou a titulacéo.
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43 CLAE EM FASE REVERSA COM DERIVATIZACAO POR FMOC E

DETECCAO POR ULTRAVIOLETA

4.3.1 Analise das matérias-primas e avaliacdo da precisdo e linearidade do

método

O método descrito por De Marco e colaboradores (DE MARCO et al., 1989),
recentemente adotado pela Farmacopéia Americana (UNITED States Pharmacopeia,
2005), foi utilizado como referéncia na quantificacdo das amostras de alendronato,
objetivando-se analisar os valores encontrados na analise volumétrica das matérias-
primas. Os teores de pureza obtidos sdo apresentados na tabela 11, onde também

estdo reproduzidos os dados da analise titulométrica.

Tabela 11 - Resultados encontrados na andlise das matérias-primas por método
cromatogréfico e por titulagdo &cido-base com determinacao
potenciométrica do ponto de equivaléncia.

Titulag@o potenciométrica * Método de Referéncia *
Amostra (CLAE — UV com FMOC)

TEOR (%) DPR (%) TEOR (%) DPR (%)
ALD-SR 100,41 0,33 99,60 ** -
ALD-MP1 97,78 0,92 91,08 0,73
ALD-MP2 102,91 0,62 95,58 1,99
ALD-MP3 109,13 0,21 98,68 1,43

* n = 6 para ambos os métodos (titulagdo e CLAE); ** Teor declarado para a substancia de referéncia.

Os valores encontrados utilizando-se o método de referéncia (CLAE-UV com
derivatizacado por FMOC) foram nitidamente distantes dos encontrados pelo método

volumétrico, resultando, obviamente, em médias com diferencas estatisticamente
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significativas para todas as matérias-primas ap0s analise dos dados por ANOVA. Tal
observacao reforca a hipotese da falta de especificidade do método volumétrico na
analise das matérias-primas, a qual pode estar relacionada a presenca de

interferentes com propriedades acidas.

Na avaliacdo do método cromatografico de referéncia quanto a precisao
(Tabela 12), foram obtidos valores de DPR menores que 2% para praticamente
todas as concentraces de ALD-SR analisadas, revelando a boa repetibilidade (DPR
intra-dia) e precisado intermediaria (DPR inter-dias) desta metodologia. A precisdo de
injecdo também foi examinada e o valor de DPR encontrado foi de 0,64%. Além
disto, o método apresentou linearidade adequada, visto que o coeficiente de
correlacdo obtido para a equacdo da reta foi de 0,9991, mostrando-se dentro do

valor recomendado pela legislacéo vigente, ou seja, acima de 0,99 (ANVISA, 2003).

Tabela 12 — Avaliacao da precisao (repetibilidade e precisado intermediaria) do método de
referéncia (CLAE com derivatizacao).

CONCENTRACAO DIA DPR (%)
(ng/mL) Intra-dia Inter-dias

50 1 1,86 1,50
2 1,34

75 1 2,12 2,14
2 1,47

100 1 0,59 0,81
2 0,85

125 1 0,37 1,86
2 0,78

150 1 0,20 1,14
2 1,22
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A figura 18 mostra a curva de calibracdo obtida na avaliacdo do método de
referéncia, podendo-se observar uma origem préxima de zero ao extrapolar a reta
até o eixo das ordenadas. No entanto, a analise da regressao linear mostrou
intercepto estatisticamente diferente de zero, embora o valor de P encontrado esteja

préoximo de 0,01 (Tabela 13).
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Figura 18 — Curva de calibracdo média obtida para o alendronato de
sédio, em dois dias de analise pelo método de referéncia
(CLAE-FR com derivatiza¢ao por FMOC).

Tabela 13 — Avaliacdo estatistica da regresséo linear para o método de referéncia.

PARAMETRO MEDIA + EP

Intercepto (a) -55211,97 + 19029,82 *

Inclinacéo (b) 22171,35 £ 179,04 **
Coeficiente de correlacéo (r) 0,9991 £ 0,0001 **

Onde: y =a + bx; (*) P = 0,007; (**) P << 0,01.
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4.3.2 Influéncia do pH da fase movel no perfil cromatografico

Cuidado especial deve ser dispensado com relacdo ao preparo da fase movel
utilizada nesta metodologia, pois valores reduzidos de pH podem prejudicar a
estabilidade do derivado formado entre o alendronato e o reagente de derivatizacao
(FMOC), sendo apropriado manter um pH em torno de 8,0 durante a analise (DE
MARCO et al.,, 1989). Por outro lado, o emprego de fase mével com elevado
potencial hidrogenidénico pode prejudicar a eficiéncia de colunas C18 a base de
silica, recomendando-se a utilizacdo de valores de pH entre 2 e 8. Ainda assim,
existe uma publicacdo na literatura onde o método cromatografico com derivatizacéo
por FMOC foi aplicado com sucesso na determinacdo do alendronato em meios
biolégicos, usando-se este tipo de coluna (PTACEK & KLIMA, 2003). Desta forma,
optou-se pela utilizacdo da coluna C18 neste trabalho, visto esta ser de uso mais

corrigueiro em analises farmacéuticas.

O ajuste do pH deve ser realizado ap6s a adicdo dos solventes organicos
(acetonitrila e metanol) a fase moével e ndo apenas durante o preparo do tampao,
pois foi observado que este procedimento evita variagbes no potencial
hidrogenibnico, as quais podem provocar alteragcdes consideraveis no perfil

cromatografico obtido para o alendronato, como mostra a figura 19.
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Figura 19 — Influéncia do pH da fase moével no perfil cromatografico obtido para a
amostra ALD-SR, usando o método de referéncia (CLAE-FR com
derivatizacédo por FMOC). (a) pH = 8,4; (b) pH = 7,99.

Analisando o perfil cromatografico (Figura 19) podemos perceber que a
utilizacdo de um pH igual a 8,4 foi capaz de alterar de forma marcante a eluicdo do
alendronato, produzindo um pico “duplo” ou com “ombro”, por razdo que nao foi
determinada. Ja a utilizacdo de um potencial hidrogeniénico mais préximo de 8 (pH =
7,99), produziu pico simétrico, com fator de cauda menor que 2 (T = 1,46), ou seja,
dentro do recomendado pela Farmacopéia Americana (UNITED States

Pharmacopeia, 2005).
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A diminuicdo do pH da fase mével para um valor de 7,7 produziu pico ainda
mais simétrico, com menor fator de cauda (T = 1,11) que o anterior, provocando
também uma pequena reducdo no tempo de retencéo (Figura 20). Mas optou-se por
manter o pH em torno de 8, por ser o valor mais adequado para garantir a
estabilidade do derivado alendronato-FMOC, segundo De Marco e colaboradores

(DE MARCO et al., 1989).

FM=tampao : CH3CN : McOH (pH = 7,7)
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Figura 20 —Analise da amostra ALD-SR, usando o método de referéncia (CLAE-
FR com derivatizacdo por FMOC), com fase moével de pH = 7,7.

Com base em trabalho anteriormente descrito (PTACEK & KLIMA, 2003), foi
realizada injecdo direta em cromatoégrafo logo apdés a reacdo de derivatizacéo,
suprimindo assim a etapa de extracdo do excesso de reagente (FMOC) durante o
preparo das amostras. Tal procedimento ndo se mostrou eficaz, resultando em perfil
cromatografico inadequado para a analise do farmaco, provavelmente devido a

elevada reten¢édo do FMOC na coluna C18.
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4.4 CLAE EM FASE REVERSA COM DETECCAO POR ULTRAVIOLETA EM

BAIXO COMPRIMENTO DE ONDA

4.4.1 Comportamento do perfil cromatografico nas condicées empregadas

Observando o emprego da CLAE de fase reversa com deteccéo ultravioleta na
analise de substancias farmacéuticas, mesmo aquelas sem apreciavel absortividade
(ZUBATA et al., 2002), optou-se pelo desenvolvimento de uma metodologia com

deteccao na regido do ultravioleta préximo.

Devido a elevada acidez da molécula de alendronato, fez-se uso de fase mével
com baixo valor de pH (agua acidificada com H3zPO, - pH 2,03), para reduzir ao
maximo a ionizacdo do farmaco e permitir uma maior interacdo com as particulas

apolares da coluna.

Foi necessario utilizar um reduzido valor de comprimento de onda para a
deteccgdo, pois o alendronato ndo apresenta absorvancia consideravel na regido do
ultravioleta, como se observa na figura 21. Assim, a deteccdo do farmaco foi
realizada em torno de 210 nm, aproveitando a energia absorvida em transicoes
eletronicas menos favorecidas, tais como n 2 7*, n 2 ¢* (SILVERSTAIN, BASSLER

& TERENCE, 1994).

Obteve-se pico simétrico, em torno de 2,7 minutos, como pode ser observado

na figura 22.
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Figura 21 — Espectro de absorgdo no ultravioleta, do alendronato de sodio diluido
em agua nas concentracfes de 50, 100, 500 e 1000 pg/mL (ALENA
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Figura 22 — Cromatogramas das amostras ALD-SR e ALD-MP1, obtidos nos experimentos
utilizando CLAE-FR com detec¢cédo UV em baixo A. Onde a = ALD-SR 1 mg/mL;

b = ALD-SR 500 pg/mL.
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Concentracfes elevadas do farmaco foram utilizadas para esta andlise, a
exemplo do trabalho realizado por Zubata e colaboradores, onde foi empregada
concentracdo acima de 1 mg/mL na andlise da azitromicina, farmaco com reduzida

absorcao ao ultravioleta (ZUBATA et al., 2002).

Para estabelecer a seletividade do método aplicado a determinacdo das
matérias-primas, realizou-se a analise de amostras de GABA e de alendronato,
avaliando-se o perfil de separacdo cromatografico destas duas substancias em
diferentes condic¢des (Figuras 23 e 24). Foi possivel observar que a elevacao do pH
de 2,03 a 3,0 ndo modificou apreciavelmente o tempo de retencao do alendronato ou
do GABA, mas reduziu acentuadamente a separacdo entre os dois compostos.
Portanto, optou-se por um pH para a fase movel em torno de 2,0, embora este valor

esteja no limite de trabalho da coluna C18 utilizada.
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Figura 23 — Cromatograma da mistura alendronato + GABA. Fase moével com pH = 2,03.
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Figura 24 — Cromatograma da mistura alendronato + GABA. Fase moével com pH = 3,0.

4.4.2 Avaliacdo da precisao e linearidade do método

Na avaliacdo do método cromatografico quanto a precisdo (Tabela 14), foram
obtidos valores de DPR inter-dias maiores que 5% em todas as concentracdes de
ALD-SR analisadas, revelando uma elevada dispersdo dos resultados e uma
inadequada precisao intermediaria para esta metodologia. Examinando a figura 21,
podemos observar que pequenas modificagcbes no comprimento de onda, na regiao
do espectro em torno de 210 nm, sao capazes de produzir alteragcbes significativas
na energia absorvida pelo farmaco. Portanto, a elevada variabilidade na andlise
inter-dias € possivelmente devida a utilizacdo de reduzido comprimento de onda

para a analise do alendronato.

A precisdo de injecdo também foi examinada e o valor de DPR encontrado foi

de 1,12%.
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Além disto, o0 método ndo apresentou linearidade adequada para a faixa de
concentracdo estudada, pois o coeficiente de correlacdo encontrado para a equacgao
da reta obtida foi de 0,9530, mostrando-se bem abaixo do valor recomendado de

0,99 (ANVISA, 2003).

Tabela 14 — Avaliacdo da precisdo do método por CLAE utilizando deteccdo UV em baixo A.

CONCENTRACAO DIA DPR (%)
(mg/mL) Intra-dia Inter-dias

0,50 1 2,75 8,32
2 1,33

0,75 1 1,35 8,07
2 1,27

1,00 1 0,76 7,89
2 1,04

1,25 1 0,74 6,98
2 1,05

1,50 1 0,39 6,31
2 1,07

A figura 25 mostra a curva de calibracdo média obtida na avaliacdo do método
cromatografico proposto em dois dias de analise, podendo-se observar uma origem
nitidamente distante de zero ao extrapolar a reta até o eixo das ordenadas. A analise
da regresséao linear mostrou intercepto estatisticamente diferente de zero, com valor

de P abaixo de 0,01 (Tabela 15).
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Figura 25 — Curva de calibracdo média obtida para a analise do alendronato

de sédio, em dois dias de analise pelo método por CLAE-FR
com deteccdo em baixo A.

Tabela 15 — Avaliacao estatistica da regresséo linear para o método por CLAE-FR com
deteccdo em baixo A.

PARAMETRO MEDIA + EP

Intercepto (a) 140003,09 +4511,42*

Inclinac&o (b) 228038,22 + 13696,12**
Coeficiente de correlagdo (r) 0,9530 £ 0,005**

Onde:y=a+bx; (*) P =2,11 x 10™"% (**) P << 0,01.

O reduzido coeficiente de correlacdo obtido esta relacionado principalmente a
dispersdo dos resultados entre os dois dias de analise, pois os valores de DPR
encontrados dentro de um mesmo dia foram menores que 2% (com apenas uma
excecdo), sendo observada a obtencéo de coeficientes de correlacdo acima de 0,99

guando se analisa o resultado das curvas em cada dia separadamente (Figura 26).
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método proposto, em cada dia separadamente.
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4.5 CLAE DE TROCA IONICA COM DETECCAO INDIRETA POR ULTRAVIOLETA

Baseado na metodologia descrita por Tsai e colaboradores (TSAI et al., 1994),
tentou-se desenvolver um método de analise por CLAE de troca ibnica (CLAE-TI)
com deteccédo indireta por UV, utilizando coluna propil-aminica, fluxo de 1,5 mL/min
e como fase mével o &cido nitrico 7,5 mM. Os cromatogramas obtidos mostraram um
pequeno pico positivo com tempo de retencao (tg) de aproximadamente 1,3 minuto e

um pico negativo com tg em torno de 3,3 minutos (Figura 27).
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Figura 27 — Cromatogramas obtidos nos experimentos utilizando CLAE-TI com deteccéo
indireta. Onde (a) = injecdo de agua destilada; (b) = injecdo de ALD-SR 1
mg/mL em agua; (c) injecdo de ALD-MP1 1 mg/mL em éagua; (d) = injecédo de
GABA 500 pg/mL em agua.
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InjecBes de concentracdes de ALD-MP1 entre 20 e 1000 pg/mL né&o resultaram
em valores de area proporcionais a concentracdo da amostra, para o pico negativo,
embora tal proporcionalidade tenha sido observada para o primeiro pico positivo do
cromatograma. Por outro lado, a injecdo de GABA e do solvente das amostras (Agua
destilada pura), produziu pico negativo de mesmo tg e valor de 4rea da amostra

ALD-MP1, como pode ser observado na figura 27.

Diante dos dados obtidos, realizou-se a coleta de aliquotas da fase moével
eluida, em torno dos tempos de retencdo de cada pico (1° pico — positivo — 1,3
minutos; e 2° pico — negativo — 3,3 minutos). As aliquotas foram concentradas, de
modo a fornecer quantidade adequada de alendronato, caso presente, a ser
analisada por CCD. Como pode ser visto na figura 28, os resultados revelaram a
presenca de GABA no primeiro pico positivo (letras d e m), eluido em 1,3 minuto. No
entanto, em nenhum dos spots, realizados com as aliquotas coletadas, foi
observada mancha retida na origem da placa cromatogréafica, confirmando que o
pico negativo observado no cromatograma (Figura 27) nao € devido ao alendronato.
Na figura 28 (letras ¢ e g) também é possivel observar que a extingdo ao UV
(254nm) observada na origem de alguns spots é devida ao acido nitrico utilizado

como fase moével.
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Figura 28 — CCD das aliquotas coletadas na CLAE. Onde a) e h) = ALD-MP1 10 mg/mL em
agua; b) = ALD-MP1 10 mg/mL em acido nitrico; ¢) e g) = acido nitrico diluido; d)
e m) = coleta do 1° pico da injecdo de GABA; e) e n) = coleta do 2° pico
(negativo) da injecdo de GABA,; f) = coleta do 2° pico da injecdo de ALD-MP2; i)
= GABA 50 ug/mL em agua; k) = coleta do 1° pico da injecdo de ALD-MP1; |) =
coleta do 2° pico (negativo) da injecdo de ALD-MP1; o) = coleta do pico
(negativo) da inje¢céo de agua pura.

Amostra de alendronato ALD-SR foi analisada por CLAE com deteccdo por
indice de refracdo, utilizando os mesmos parametros anteriores (coluna, fase mével,
fluxo), e ndo foram obtidos resultados conclusivos para o tempo de retencdo do
farmaco. Assim, pode-se concluir que a coluna propil-aminica ndo se prestou a

cromatografia idnica nesta situacao, provavelmente por ser fraca trocadora de ions.

De acordo com a teoria, a sensibilidade para a deteccdo indireta pode ser
determinada segundo a formula: Cjiz = Cgv / (DR X Ngn); onde Ci,, € a menor

concentracdo do analito capaz de ser detectada pelo método, Cry € a concentracéo
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do componente absorvente da fase movel, DR é a habilidade do detector em medir
pequenas variacdes do sinal na presenca de ruido e Ngy € 0 numero de moléculas

da fase movel deslocadas por 1 molécula do analito (YEUNG, 1989).

Assim, a resposta (sinal) sera tanto maior quanto:

e menor a concentracdo da substancia croméfora presente na fase mével;

e maior a molécula do analito;

e maior a estabilidade da linha de base (menor ruido).

Para esclarecer melhor a resposta da deteccédo indireta, foram realizadas
injecbes em fluxo (sem coluna) de diferentes concentracdes do alendronato diluido
em agua, empregando fase movel com concentracdo variada. Nao foi observada
proporcionalidade entre a quantidade de amostra e a resposta do detector em
qualquer das concentracdes de fase movel utilizadas (acido nitrico entre 1,5 e 7,5

mM).
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5 CONCLUSOES

* Quanto a caracterizacdo das amostras, as matérias-primas ALD-MP1, ALD-
MP2 e ALD-MP3 apresentaram comportamento distinto da substancia de
referéncia (ALD-SR), no que se refere aos ensaios para determinacdo de
fosfito monossédico, perda por dessecacdo, analise termogravimétrica e

calorimetria diferencial de varredura;

* Apenas a matéria-prima ALD-MP1 apresentou contaminacdo por GABA,
embora abaixo do limite especificado de 0,5% (FARMACOPEIA Portuguesa,
2002), exibindo também contaminante visivel apds cerca de 6 meses de
armazenamento, que na analise por ressonancia magnética nuclear

apresentou sinal ndo caracterizado em 2,9 ppm.

¢ A titulometria de neutralizacdo com determinacao potenciométrica do ponto de
equivaléncia pode ser substituida pela titulagdo com determinacé&o visual, pois

as duas técnicas produziram resultados equivalentes;

* A titulometria de neutralizacdo néo possui especificidade adequada para

analise de controle da qualidade de matérias-primas de alendronato de sodio;

* O método titulométrico de neutralizacdo foi validado para a andlise da
formulacdo ALD-CPS, podendo ser utilizado no controle da qualidade de

produto acabado contendo alendronato de sodio, desde que 0s excipientes
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nao se mostrem interferentes (como foi o caso da lactose e do aerosil) e a

matéria-prima apresente qualidade certificada por método analitico apropriado;

A cromatografia de fase reversa com derivatizacdo por FMOC e deteccao
ultravioleta apresentou adequada linearidade e precisdo, embora seja de

execucao trabalhosa, demorada e dispendiosa.

A analise cromatogréfica por CLAE com derivatizacdo por FMOC forneceu
valores de pureza inferiores aos encontrados na titulagdo para as 3 matérias-
primas avaliadas, sendo que as amostras ALD-MP1 e ALD-MP2 apresentaram
teor abaixo da especificacdo de 98 a 102% (FARMACOPEIA Portuguesa,

2002);

O método cromatografico com deteccdo em baixo comprimento de onda
apresentou reduzida precisdo intermediaria e n&o forneceu resultados

promissores para analise do alendronato de sédio;

A coluna propil-aminica ndo se prestou para realizacdo da cromatografia de
troca ibnica e o uso da deteccéo indireta para analise do alendronato de sédio,

nas condi¢cdes empregadas, néo foi promissor.
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(Palavras-chave: Alendronato, titulacdo, controle da qualidade)

Introducdo: O alendronato de sddio é um farmaco capaz de se ligar a matriz éssea humana e inibir sua
reabsorcdo, sendo utilizado principalmente para o tratamento da osteoporose. Diversas metodologias para
determinagdo quantitativa deste fArmaco foram desenvolvidas, a maioria empregando a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com derivatiza¢do do alendronato, envolvendo procedimentos trabalhosos e fases estacionarias
menos usuais. A caracteristica cida da molécula também permite sua analise por volumetria de neutralizagdo, a
qual é uma técnica simples e que tem sido utilizada por laboratérios de menor porte no controle da qualidade do
alendronato, embora possa apresentar falta de especificidade. Objetivo: Analisar os resultados obtidos pela
volumetria de neutralizacdo do alendronato em matéria-prima e produto acabado, definindo a correta aplicacdo
deste simples método. Método: Quatro amostras de matéria-prima (MP) e lotes experimentais do produto
acabado (LE) foram tituladas com NaOH 0,1 mol/L (solu¢do volumétrica recém fatorada), determinando-se o
ponto de equivaléncia potenciometricamente. As matérias-primas foram caracterizadas por meio de diversos
testes qualitativos, para investigacdo de impurezas interferentes. Para a validacdo do método a medicamento
manipulado, foram preparados quatro lotes experimentais da mistura de pds para capsulas (contendo 80, 100 e
120% do contetdo declarado de alendronato e um placebo), utilizando como excipientes lactose e aerosil.
Resultados: Como pode ser apreciado na tabela 1, o lote de matéria-prima utilizado como referéncia apresentou
resultado de teor dentro da especificagdo farmacopeica (USP 28, 2005), concordante com o obtido por método
cromatografico, enquanto as outras matérias-primas apresentaram resultados fora da especificagdo (98 — 102%).
A titulacdo do lote placebo ndo mostrou interferéncia dos excipientes e a analise dos demais lotes experimentais
resultou em boa recuperacéo e preciséo (tabela 2).

Tabela 1 — Resultados do teor obtidos por volumetria de neutralizagdo para as matérias-primas.

SQR MP1 MP2 MP3
Matérias primas analisadas
Teor médio (%) (n=12) 100,46 97,91 103,60 108,79
DPR inter-dia (%) 0,35 0,64 0,88 0,38

Onde SQ é amostra de alendronato de sédio (Merck) com pureza declarada de 99,6%.

Tabela 2 — Resultados do ensaio de recuperacéo, para o produto acabado (lotes experimentais).

LOTE DIA Recuperado (%) DPR intra-dia (%) DPR inter-dia (%)
LE80 1 100,67 0,39

2 100,33 0,27 0,24
LE100 1 100,91 0,40

2 100,02 0,40 0,62
LE120 1 100,94 0,67

2 99,88 0,26 0,75

Onde n = 6 (intra-dia), em dois dias de analise (N 1 = 12).

Discussao e Conclusdo: Os resultados encontrados na analise de duas matérias-primas sugerem a presenga de
impurezas de carater &cido, as quais podem estar sendo responsaveis pelo erro positivo observado. No entanto,
para a mistura de pds obtida com matéria-prima de teor conhecido, o método foi validado, demonstrando boa
exatiddo, precisdo e seletividade. Concluiu-se, portanto, que a volumetria de neutralizacdo pode ser aplicada com
seguranca na determinacdo do alendronato em medicamento manipulado, observada a ndo interferéncia dos
excipientes da formulagdo. Mas o emprego da técnica na analise de matéria-prima deve ser cuidadosamente
avaliado quanto a presenca de impurezas interferentes, observando-se a necessidade de caracterizar
adequadamente o produto, ou mesmo recorrer a outros métodos de analise.
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