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SODIUM ALENDRONATE: METHODS FOR ANALYTICAL QUANTITATION. This paper presents a review of some published
proposals for the analysis of sodium alendronate. The drug is an aminobisphosphonate compound used to inhibit the osteoclastic

resorption of bone, and different methods were developed for its quantitative determination. These methodologies employed reversed-

phase or ion-exchange HPLC analysis, both associated with different detectors: UV and fluorescence detection after derivatization

of the drug, conductivity and refractive index detectors, as well as the indirect UV detection. Titrimetry and spectrophotometry
(with previous complexation of the drug), which are simpler procedures, were also described, but they showed poor specificity

when compared to liquid chromatography.
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INTRODUCAO

O alendronato de sédio é 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 éssea humana e
capacidade de inibir sua reabsor¢@o. Por esta razdo, sdo ampla-
mente utilizados no tratamento de desordens relacionadas ao teci-
do dsseo, como € o caso da osteoporose.

Apesar da crescente produgdo industrial do farmaco, apenas re-
centemente foi langada monografia analitica do alendronato de sédio
em uma farmacopéia' (farmacopéias sdo compéndios oficiais para
andlise de farmacos e medicamentos). As demais obras internacionais
desta categoria, nas suas tltimas edi¢des, ainda ndo contém metodologia
recomendada para andlise quantitativa do alendronato de sédio.

Tendo em vista a necessidade de se adotar uma metodologia anali-
tica adequada para controle da qualidade do farmaco em questdo, vérios
estudos propondo métodos para sua determinagdo quantitativa foram
publicados. Grande parte das metodologias utiliza, para determinagio
do alendronato e de outros bisfosfonados semelhantes, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), seja em fase reversa ou por troca
idnica, associada a diversos métodos de detec¢do e, freqiientemente,
emprega a derivatizagio da substincia. Além destes estdo descritos, em
menor niimero, métodos mais simples para determinagio do alendronato,
tais como a espectrofotometria e a titulometria. Procedimentos utilizan-
do técnicas menos empregadas no controle da qualidade de medica-
mentos, como o plasma de acoplamento indutivo e a voltametria de
redissolugdo anddica, também foram publicados. Algumas destas pro-
postas serdo apresentadas e discutidas nesta revisao.

DESCRICAO DO FARMACO
Caracteristicas farmacolégicas

O osso € o principal 6rgdo envolvido na sustentacdo do orga-
nismo e é constituido por uma matriz formada de varios compo-

nentes (entre eles calcio, fosfato e fibras colagenas), que conferem
rigidez e certa maleabilidade a este tecido. Assim como outros te-
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cidos do corpo, 0 0sso se mantém em constante renovagdo, possu-
indo células como os osteoblastos, responsdveis pela sintese e de-
posi¢do de material protéico na matriz, e os osteoclastos, os quais
secretam enzimas e substincias 4cidas, que digerem a matriz e
determinam sua reabsor¢do. Quando o equilibrio do processo de
renovacdo Ossea € afetado, a estrutura dos ossos pode ser prejudi-
cada, resultando no aparecimento de doengas como osteoporose e
doencga de Paget®.

Virios farmacos vém sendo utilizados na preven¢do e no trata-
mento das desordens relacionadas ao processo de remodelagem
Ossea, destacando-se entre estes um grupo de compostos denomi-
nados de bisfosfonados.

Um dos primeiros bisfosfonados a ser sintetizado foi o 4cido
etano-1-hidroxi-1,1-bisfosfonico (etidronato), cujo principal obje-
tivo era ser utilizado como aditivo em detergentes. Mas logo foram
observados seus efeitos fisioldgicos, como a capacidade de inibir a
reabsorcio 6ssea. A partir desta observacdo, iniciaram-se pesqui-
sas para sintese de diversos outros bisfosfonados e avaliacdo de
seus efeitos fisioldgicos’.

O alendronato de sédio é um potente inibidor especifico da
reabsorcdo dssea mediada por osteoclastos. O mecanismo de acdo
dos bisfosfonados pode estar relacionado a capacidade de se fixa-
rem na matriz 6ssea, sendo assimilados pelos osteoclastos e, em
seguida, inibindo sua acdo. Sabe-se que, em solugdes de fosfato de
célcio, sdo capazes de retardar a formacdo e a dissolugdo dos cris-
tais de hidroxiapatita ([Ca,(PO,),], . Ca(OH),), os quais, no orga-
nismo, se incorporam a matriz 6ssea, conferindo ao osso a dureza
necessdria para sua resisténcia compressional*.

Desta forma, o farmaco ¢ indicado para prevencéo e tratamen-
to da osteoporose (doenga caracterizada por uma taxa de reabsorcao
dssea maior que a de formag@o e associada a pés-menopausa nas
mulheres), no controle da hipercalcemia associada ao neoplasma
maligno do osso e no controle da remodelagem dssea desordenada
que ocorre na doenga de Paget*’.

Em relag@o ao etidronato, o alendronato possui a vantagem de
ndo inibir acentuadamente a mineraliza¢do 6ssea, embora possua a
capacidade de inibir sua reabsor¢@o. Sendo assim, o alendronato
ndo apresenta o mesmo risco de desenvolvimento de osteomaldcia,
como no caso de tratamento prolongado com o etidronato*. Por
outro lado, pode gerar algumas reagdes adversas, tais como
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hipocalcemia e irritagdo do trato digestivo superior (esofagiana), a
qual pode ser minimizada pela administra¢do concomitante de dgua,
mantendo-se o paciente em posigdo ereta>®.

Da mesma maneira que os outros bisfosfonatos, o alendronato
¢é pouco absorvido pelo intestino apds administracdo oral, possuin-
do biodisponibilidade de apenas 0,4 a 0,7%. Além disto, sua absor-
¢do € prejudicada quando administrado concomitantemente a ali-
mentos, sendo reduzida especialmente por produtos que contenham
cations polivalentes como cdlcio, magnésio e aluminio, geralmen-
te presentes em complementos alimentares, repositores e antiici-
dos®’.

Por possuir grande afinidade pela matriz éssea, aproximada-
mente 50% da dose absorvida permanece fixa ao o0sso, sendo len-
tamente eliminada e possuindo uma meia vida de eliminagdo de
até 10 anos no homem. O alendronato é excretado na urina na sua
forma inalterada, néo sofrendo qualquer metabolizacéo aparente®®.

Além disto, a elevada afinidade dos bisfosfonados pelo tecido
dsseo possibilita sua utilizagdo na vetorizagdo de farmacos. Exis-
tem relatos do uso de compostos bisfosfonicos como transportado-
res de varias substancias direcionadas ao tecido 0sseo, tais como
radioisétopos utilizados no diagndstico de tumor osteolitico, agen-
tes antineopldsicos e antiinflamatérios®.

Caracteristicas quimicas

O alendronato de sédio, farmaco cujo nome quimico é 4-amino-
1-hidroxibutano bisfosfonato de sédio (CAS: 121268-17-5), € de-
rivado do acido alendrdnico (acido 4-amino-1-hidroxibutano
bisfosfonico). Trata-se de um composto aminodifosfonado (Figura
1) que possui estrutura analoga ao pirofosfato, o qual é uma subs-
tdncia enddgena com grande afinidade pela matriz éssea, sendo
capaz de inibir a mineralizagdo da mesma’.

4cido alendrénico alendronato de sodio

HO—P—OR, R1 H,N-(CH,), - H,N-(CH,), -
R, R, R2 HO - HO -

R3 H- Na
HO—P—OH

Figura 1. Estrutura geral dos bisfosfonatos: dcido alendronico e alendronato
monossodico. Adaptada das refs. 4 e 5

Fabricado como sal monossédico do dcido alendrdnico
(C,H,,NO,P,), o alendronato de sddio encontra-se freqiientemente
na forma triidratada (C,H,,NNaO.P, . 3H,0) e possui faixa de fu-
sdo de 257 a 262 °C °.

Constituido por um p6 fino e branco, o acido alendrdnico pos-
sui faixa de fusdo que vai de 233 a 235 °C, decompondo-se a esta
temperatura. Apresenta comportamento anfétero, visto que sua es-
trutura possui caracteristica dcida (dois grupos fosféricos) e bdsica
(grupo amina). Possui quatro constantes de dissociagdo, cujos va-
lores sdo pKa] =272 + 0,05; pKa2 = 8,73 += 0,05; pKa3 =10,5 =
0,1; pKa, = 11,6 £ 0,1"°.

O método mais comum para sintese do dcido alendronico en-
volve a reacdo do dcido 4-aminobutirico (GABA) com dcido
fosforoso e tricloreto de fésforo (Figura 2). A utilizagdo do 4cido
metassulfonico durante o processo permite um maior rendimento
e maior pureza do produto obtido’.

O alendronato de sédio € solivel em dgua, muito pouco soli-
vel em dimetilsulféxido, metanol e propilenoglicol e é praticamente
insolivel em diclorometano, acetona, acetonitrila, cloroférmio,
dlcool isopropilico e dcido acético glacial'!!2,
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Figura 2. Sintese do dcido alendrénico (b) a partir do dcido 4-aminobutirico
(a). Adaptada da ref. 9

Formas farmacéuticas disponiveis no mercado brasileiro

O primeiro medicamento contendo alendronato de sédio foi
langado pela Merck Sharp & Dohme (Fosamax® - comprimidos de
10 e 70 mg) e recebeu a aprovagdo do FDA para comercializacio e
uso em 1995, No Brasil, o farmaco encontra-se disponivel para
administracdo oral, em comprimidos de alendronato monossédico,
na forma triidratada ou ndo, apresentando doses de 5, 10 e 70 mg
de 4cido alendronico por comprimido. Apenas uma formulagdo
comercial encontra-se sob a forma de comprimidos revestidos en-
tre as mais de 10 marcas no mercado®’. Em fevereiro de 2004 foi
registrado, no pais, o primeiro medicamento genérico fabricado
pela empresa Biossintética (comprimidos de alendronato de sédio
10 mg)'*. H4 também uma formulac@o registrada sob forma de so-
lugdo oral e outra, sob forma de cédpsulas de gelatina mole®. Far-
maécias magistrais t€m manipulado alendronato de sédio em cdp-
sulas de gelatina dura.

METODOS DESCRITOS PARA DETERMINACAO DO
ALENDRONATO

Métodos cromatograficos

A grande maioria das propostas para determinagdo quantitati-
va do alendronato de sodio, descritas na literatura, envolve o uso
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Sao utiliza-
dos principalmente dois tipos de andlise cromatogréifica: a
cromatografia liquida de troca idnica (CLAE-TI) e a cromatografia
liquida em fase reversa (CLAE-FR).

CLAE em fase reversa

Os métodos propostos para determinagdo do alendronato de
sodio através da CLAE em fase reversa empregam, em sua maio-
ria, a detecgdo por ultravioleta ou fluorescéncia. No entanto, com
excegdo de alguns compostos como o tiludronato (que possui anel
aromadtico em sua estrutura), a maioria dos bisfosfonados nao apre-
senta propriedades cromdforas'®. Sendo assim, o alendronato pre-
cisa ser submetido previamente a uma reagdo de derivatizagdo. Esta
tem como objetivo conferir ao composto a capacidade de absorver
radiacdo ultravioleta ou de emitir fluorescéncia.

Um dos primeiros métodos desenvolvidos para determinacio
do alendronato em formula¢des farmacéuticas faz uso da CLAE-
FR, utilizando derivatizacdo pré-coluna com 9-fluorenilmetil-
cloroformato (FMOC) para detec¢ao do farmaco'. Em 2002, uma
proposta de monografia analitica empregando esta metodologia para
andlise quantitativa de matéria-prima foi encaminhada ao
“Pharmacopeial Forum™'®, objetivando publicagdo oficial no pri-
meiro suplemento da USP 26 (compéndio oficial americano de
2003). Entretanto, a mesma nao foi langada e também nio consta
na edigdo de 2004 (USP 27)". Provavelmente, ndo houve consenso
entre os organizadores quanto a melhor metodologia a ser adotada
pela Farmacopéia Americana.

De Marco e colaboradores'’ realizaram a derivatizacdo acres-
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centando ao farmaco (diluido em solug¢do de acido citrico) quanti-
dade apropriada de uma solug@o recém-preparada de FMOC em
acetonitrila. A concentracdo de dcido citrico é importante, pois o
citrato atua como um quelante de fons metdlicos, evitando a
complexacdo do alendronato com metais e permitindo a reagao
com FMOC. Também foi observada a relagdo entre o tempo de
reagdo e a quantidade de produto obtido, sendo necessdrio um tem-
po minimo de 20 min para que a reagdo seja completa. A reacdo de
derivatizag@o ocorre conforme apresentado na Figura 3, onde o
FMOC reage com o nitrogénio da amina primdria do alendronato.

(o] Cl
i he

-0—P—0- o
HoN oH +
_ofﬁfo_
o
(a) (b)
pH 9,0
o
\\P/O'
o~ OH
O\ (NH \/\X o
P
-
o -0 \\o

QOQ + o

(c)

Figura 3. Reag¢do de derivatiza¢do do alendronato (a) com 9-
Sfluorenilmetilcloroformato (FMOC) (b), originando produto cromdforo (c)
passivel de detec¢do no UV. Adaptada da ref. 17

Ap6s a reacdo de derivatizacdo, faz-se necessdrio extrair com
diclorometano o excesso de reagente (FMOC), o qual, se ndo for
removido de forma apropriada, pode ocasionar picos assimétricos
na andlise cromatogréfica. O diclorometano foi escolhido, frente a
outros solventes orgdnicos pouco polares, por permitir que a fase
aquosa contendo o farmaco derivatizado permaneca superior, devi-
do a sua menor densidade, facilitando assim a coleta.

No estudo de De Marco foi utilizada uma coluna com fase es-
taciondria polimérica a base de estireno divinilbenzeno para a and-
lise cromatografica. Esta apresentou maior estabilidade que as co-
lunas convencionais de fase reversa, C-8 e C-18 a base de silica,
frente ao elevado pH da fase mével utilizada (pH=8,0), o qual é
necessdrio para manter a estabilidade do derivado obtido (Figura
3). O comprimento de onda escolhido para a deteccdo foi de 266
nm, no qual o derivado apresentou maxima absorvancia. Segundo
os autores, o método foi validado para doseamento de formulac¢do
intravenosa, comprimidos e cdpsulas de alendronato e para deter-
minagdo da taxa de dissolucdo, mostrando-se preciso (Desvios
Padrio Relativos — DPRs < 3%), exato e especifico'’.

Em outro estudo com CLAE em fase reversa®, foi desenvolvi-
do e validado um método para determinacdo do alendronato na
urina, utilizando derivatizacdo com 2,3-naftaleno dicarboxialdeido—
cianida (NDA-CN") e detecgdo fluorimétrica (DF). O limite de
quantificacdo (LQ) encontrado foi de 5 ng/mL, o qual se apresen-
tou bem abaixo dos valores de LQ encontrados por outros métodos
desenvolvidos até entdao. Posteriormente, os autores iniciaram novo
estudo? buscando fornecer uma metodologia com maior sensibili-
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dade e que possibilitasse o uso de um reagente menos téxico que o
NDA-CN, substituindo o fon cianida (CN°) por um outro nucledfilo.
Foi entdo publicado um trabalho com CLAE-FR, para determina-
¢do 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 su-
perior deste método em relagdo ao anterior. A reagdo de derivacio
que ocorre nos métodos propostos por Kline e colaboradores pode
ser visualizada na Figura 4.

Neste mesmo estudo, além da DF, também foi explorada a
deteccdo eletroquimica (DE) do derivado NDA-CN-, observada a
eletroatividade do mesmo, empregando eletrodo de trabalho de
carbono vitreo. O tampdo borato, usado no preparo da amostra para
derivatizacdo, ocasionou uma extensa cauda frontal interferente na
andlise e foi substituido por um tampdo carbonato. Para a escolha
do potencial a ser aplicado durante a deteccdo, foi registrado um
voltamograma do derivado (c) (Figura 4). Na varredura de potenci-
al, de +0,4 a +0,8 V, observou-se uma maxima intensidade de cor-
rente em +0,65 V, o qual foi considerado o potencial de oxidagdo
6timo para andlise. O LQ encontrado foi de 2,5 ng/mL, demons-
trando boa sensibilidade do método. A precisdo (DPRs < 9%),
exatiddo e linearidade do método foram testadas e mostraram-se
adequadas, para concentra¢oes do firmaco entre 2,5 e 50,0 ng/mL>".

Recentemente foi descrita uma proposta para determinagdo de
alendronato de sodio na urina (através da CLAE-FR) onde também
foi empregada a derivatizacdo com FMOC, mas usou-se detec¢io
por fluorescéncia, selecionando os comprimentos de onda de 260
nm para a excitagdo do analito e de 310 nm para medida da
fluorescéncia emitida. Nesta metodologia ndo houve remocdo do
excesso de reagente pela extragdo com diclorometano e foi utiliza-
da uma coluna convencional C-18 a base de silica em detrimento
as colunas poliméricas empregadas em outros estudos. Ainda as-
sim foram obtidos picos simétricos e bem resolvidos, segundo o
autor. Fez-se uso de um padrdo interno para realizagdo das andli-
ses, com intuito de corrigir a variabilidade causada pela prepara-
¢do das amostras bioldgicas. O LQ encontrado neste estudo foi de
3,5 ng/mL, demonstrando que o método, levando-se em conta a
baixa biodisponibilidade do alendronato, € adequado para deter-
minacdo do farmaco na urina®.

Um recurso muito utilizado na andlise de compostos ionizéveis
por CLAE-FR ¢ a formacdo do par idnico. Como a fase estaciond-

I
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Figura 4. Derivatiza¢do do alendronato (a) com 2,3-naftaleno
dicarboxialdeido (NDA) (b), originando o produto (c), de acordo com o
nucledfilo empregado. Adaptada da ref. 21
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ria empregada na CLAE-FR ¢ apolar, interage fracamente com o
soluto idnico e reduz demasiadamente o tempo de retengdo, o que
pode ocasionar uma seletividade insatisfatéria do método. Na téc-
nica do par idnico, um contra-fon de carga oposta ao soluto anali-
sado ¢é adicionado na fase mdvel, permitindo que o analito percorra
a coluna como uma molécula neutra, melhorando sua interagao
com a fase estaciondria e aumentando a seletividade do sistema.

Dentre os varios métodos descritos para andlise de compostos
bisfosfonados que empregam o pareamento i0nico, um dos estu-
dos envolve a determinacdo do alendronato em fase estaciondria
polimérica, usando o brometo de cetiltrimetilamdnio como con-
tra-fon. Para a detecgdo fluorimétrica foi realizada derivatizacio
pés-coluna com oftalaldeido e mercaptoetanol (OPA-MERC). O
método foi aplicado na determinacdo do alendronato em formula-
¢do intravenosa e comprimidos®.

Posteriormente foram descritas outras derivatizacdes para and-
lise de um aminodifosfonado andlogo ao alendronato (o pami-
dronato, ou 3-amino-1-hidroxipropilideno bisfosfonato)*?. Os
métodos empregaram a CLAE-FR com utilizag¢do de par idnico,
mas com distintos reagentes de derivatizacdo: em um, para deter-
mina¢do do farmaco em formulacdes, foi utilizado o fenilisotio-
cianato, e em outro, para determina¢cdo em meios bioldgicos, o
farmaco foi derivatizado com 1-naftilisotiocianato. Em ambos houve
posterior deteccio por fluorescéncia. Em um outro estudo realiza-
do pelo mesmo grupo de autores®, a determinac¢do do pamidronato
e de outros bisfosfonados (incluindo o alendronato) através da
CLAE-FR com par i6nico seguiu na mesma linha, empregando-se
diferentes isotiocianatos para a derivatizacdo de cada farmaco e
posterior detecgdo por fluorescéncia. Também foi analisada a in-
fluéncia de diferentes contra-fons (utilizados para formagdo dos
pares i0nicos) na retengdo relativa de cada farmaco, como pode ser
visualizado na Tabela 1, onde, dependendo do contra-fon utilizado,
pode-se inclusive observar a reversdo da ordem de eluicdo.

CLAE de troca iénica

A cromatografia liquida de troca i6nica (CLAE-TI) ¢ uma al-
ternativa bastante utilizada na andlise cromatografica de compos-
tos i0nicos, constituindo método perfeitamente aplicdvel na deter-
minacdo dos compostos bisfosfonados.

Em um dos métodos que aplicam a CLAE-TI para determina-
¢do do alendronato foi utilizada a condutimetria para detec¢do do
farmaco. Como fase movel foi usado o 4cido nitrico (HNO,) na
concentracdo de 1,6 mmol/L, fornecendo um pH favordvel para
manutencdo do fon monovalente do alendronato na solugdo, o qual
é menos retido pela coluna de troca idnica que o fon divalente,
possibilitando redu¢do no tempo de andlise. Devido a alta
condutividade do HNO, (provocada principalmente pela presenga
dos fons H*), o alendronato produziu um sinal decrescente (sinal
cromatografico indireto). Tentativas de se utilizar uma coluna
supressora, que reduzisse o sinal provocado pelos fons H* da fase
movel, ndo foram bem sucedidas, jd que suprimiram paralelamen-
te a resposta do alendronato. O método foi validado para duas for-
mulacdes: solugdo intravenosa e comprimidos, e foi considerado
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preciso (DPRs < 2%), exato (boa recuperagdo), especifico
(alendronato foi bem separado dos outros componentes nas duas
formulagdes) e reprodutivel (determinacdes em equipamentos di-
ferentes n@o demonstraram diferencas significativas). Foi encon-
trado um LD de 2 pg/mL e um LQ de 5 pg/mL, para uma razao
sinal/ruido (S/R) igual a 4. Os autores realizaram uma comparagao
entre a andlise com detec¢do condutimétrica e a andlise com
deteccdo por UV (derivatizac@o pré-coluna com 9-fluorenil-
metilcloroformato - FMOC) e ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados dos dois méto-
dos, os quais puderam ser considerados equivalentes”.

Posteriormente, foi realizado outro estudo com CLAE-TI, onde
se utilizou a deteccdo por indice de refracdo. Assim como na and-
lise por deteccdo condutimétrica, empregou-se como fase mével o
HNO,, utilizando-se, no entanto, uma concentragdo um pouco mais
elevada (6,0 mmol/L) para esta metodologia. O método foi valida-
do para a formulagdo do alendronato em comprimidos e demons-
trou ser seletivo, separando adequadamente o firmaco de impure-
zas propil-andlogas e dos excipientes. Da mesma forma, demons-
trou ser preciso (DPRs < 2%), exato e robusto. O LD encontrado
para o método foi de 0,4 pg/mL, sendo comparavel ao método com
detecgdo indireta por ultravioleta, com LD de 1 pug/mL*.

Em edi¢do recente da Farmacopéia Portuguesa, hd descri¢io
de monografia para o alendronato de sédio, onde a determinacio
quantitativa do farmaco ¢é realizada por cromatografia de troca
i0nica, utilizando coluna trocadora de anions e detec¢do por indice
de refracao'.

Também foi proposta a determinacdo de bisfosfonados em for-
mulagdes farmacéuticas por CLAE-TI, utilizando a complexagdo
e detecgdo por ultravioleta. Como fase movel foi empregada uma
mistura de HNO, e nitrato de cobre II (Cu(NO,),). A capacidade de
absorver radiagdo UV foi conferida pela formagdo de complexo
croméforo, obtido pela reag@o entre os farmacos e fons ctpricos
(Cu?) presentes na fase mével. A leitura da absorvéncia foi feita
no comprimento de onda de 245 nm. Dentre os bisfosfonados
analisados, o LD mais baixo (0,4 ug/mL) foi obtido para o
pamidronato®.

Ainda, explorando a detec¢do espectrofotométrica, foi proposta
uma outra metodologia utilizando CLAE-TTI para os bisfosfonados,
onde se empregou uma reacido fotoquimica pds-coluna para os
farmacos. O método pode ser explicado, resumidamente, da seguin-
te maneira: o bisfosfonado passa por um reator fotoquimico (acoplado
ao sistema) ap6s eluir da coluna. No reator ele é submetido a radia-
¢éo ultravioleta (A = 254 nm) transformando-se em ortofosfato, o
qual ird reagir com o molibdato (reagente introduzido pds-coluna)
para formar o fosfomolibdato. Sob radiagdo UV o fosfomolibdato é
reduzido a fosfomolibdénio, um complexo de cor azul que é, entdo,
detectado a um comprimento de onda de 750 nm. O método foi
otimizado para determinacéo do dcido 2-tioetano-1,1-bisfosfonico
em formulagdes farmacéuticas utilizando a elui¢cdo por gradiente.
Esta metodologia apresenta vantagem frente a elui¢fio isocrdtica por
permitir a separacdo de produtos de degradagdo, obtidos nos ensaios
de estabilidade do farmaco em condic¢oes de estresse®.

Tabela 1. Influéncia do contra-fon na retencéio dos derivados aminobisfosfonados-FTC

Componente (derivado do fenilisotiocianato)

Fator de separacdo (o) em relagdo ao derivado pamidronato-FTC
contra-fon TEA

contra-ion THA Contra-ion TOA

Pamidronato — FTC 1
Neridronato — FTC 4,9
Alendronato — FTC 1,7

1 1
0,88 0,88
0,94 0,93

FTC = feniltiocianato; Contra-fons: TEA = tetraetilamonio, THA = tetraexilamonio, TOA = tetraoctilamonio. Adaptada da ref. 26.
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Como esperado, a auséncia de grupo croméforo na estrutura
quimica do alendronato dificulta sua andlise por CLAE com detec¢io
espectrofotométrica apresentando, assim, a desvantagem de neces-
sitar de extensivas preparacdes (no caso da derivatizagido pré-colu-
na) ou de equipamento especifico e de custo mais elevado (no caso
da derivatizagdo pds-coluna). Na tentativa de elaborar procedimen-
tos mais simples, alguns autores desenvolveram métodos para deter-
minacio de alendronato e outros bisfosfonados utilizando deteccio
indireta por ultravioleta. Estas metodologias baseiam-se na medida
da diminui¢@o da absorvancia da fase mével (contendo HNO,) que
ocorre pela presenca do soluto (bisfosfonado)®!*.

Em um dos estudos, foi empregado HNO, 1,6 mmol/L. como fase
movel, o comprimento de onda de 235 nm para leitura da absorvancia
e um detector com polaridade invertida. A medida que os fons 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 com-
primidos e formulacdo injetdvel de dois outros bisfosfonados. En-
tretanto, devido ao elevado LD encontrado (1 pug/mL), o método ndo
se mostrou adequado para detec¢do de produtos de degradagdo do
alendronato em estudos de estabilidade™.

Uma outra proposta empregou derivatizacdo pds-coluna e
detecgdo indireta por fluorescéncia para determinagio do alen-
dronato e outros bisfosfonados em matrizes bioldgicas. Neste es-
tudo foi usada uma coluna anidnica fortemente bdsica para analise
por CLAE-TI e a fase mével foi composta por hidréxido de sédio
(NaOH) e nitrato de sédio (NaNO,). O reagente utilizado na
derivatizagdo foi o Al;*-morin. O morin, ou 2',3,4',5,7-pentaidro-
xiflavona, é um composto fluorescente que na presenga do ion Al*
forma um complexo de fluorescéncia ainda mais intensa. O princi-
pio da andlise € baseado na adigdo pds-coluna do reagente Al* -
morin a fase mével, conferindo & mesma a capacidade de emitir
fluorescéncia. A medida que os fons do alendronato eluem da colu-
na, eles competem com o morin pela complexag¢do com o Al
estabelecendo-se um equilibrio da reacéo:

Al;-morin + alendronato =—> Al;-alendronato + morin

O complexo formado pelo alendronato e o aluminio ndo ¢ flu-
orescente € 0 morin sem a complexag@o com o Al," torna-se menos
fluorescente, o que ocasiona decréscimo na fluorescéncia emitida
pela fase moével. Esta diminui¢@o na leitura da fluorescéncia emiti-
da é proporcional a concentragdo de alendronato que elui da colu-
na. O LD encontrado foi de 10 ng na coluna’.

Encontra-se também, na literatura, estudo para caracteriza-
¢do do alendronato onde se emprega a CLAE-TI e detec¢dao por
espectrometria de massas com electrospray*.

Métodos espectrofotométricos

A utilizacdo do método espectrofotométrico na determinacio
quantitativa de um farmaco pode ser muito conveniente em algu-
mas situagdes, considerando-se a simplicidade, rapidez e baixo custo
proporcionados por este tipo de andlise. No entanto o alendronato
de sddio, assim como alguns outros compostos bisfosfonicos, nio
possui grupamentos cromofdéricos em sua estrutura, o que impede
sua andlise por técnicas espectrofotométricas convencionais.

Os compostos bisfosfonados sdo capazes de atuar como
quelantes de fons metdlicos, devido a propriedade ligante conferida
pelo grupamento hidroxila*. Observando esta capacidade, Ostovic
e colaboradores® realizaram um estudo onde foi analisada a for-
macdo de um complexo croméforo entre o alendronato e fons
cdpricos (Cu*). Foi avaliada a cinética da reagdo de formagdo do
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complexo e, também, a capacidade deste de absorver radiagio
ultravioleta. Os autores apontaram a possibilidade da utilizagdo
deste método para determinacdo quantitativa do alendronato de
sédio, mas destacaram algumas limita¢des, tais como a presenca
de outros fons que competem pela complexagdo com o bisfosfonado,
a presenca de agentes quelantes do Cu** (como o citrato, por ex.) e
a baixa solubilidade do complexo bisfosfonado — Cu®* na presenga
de valores elevados de pH®.

Explorando ainda a propriedade quelante dos bisfosfonados,
foi desenvolvida e validada uma metodologia para determinacio
do alendronato de sédio em comprimidos, onde o farmaco foi ini-
cialmente complexado com fons férricos (Fe*) para que, entdo,
pudesse ser analisado por espectrofotometria no ultravioleta (UV)*.
A complexag@o do alendronato ocorreu por adi¢do de solucio de
cloreto férrico (em dcido percldrico) a uma solucido contendo o
alendronato de sédio (também em dcido percldrico). Foram reali-
zados experimentos para determinar qual propor¢do entre cloreto
férrico (FeCl,) e alendronato origina melhores valores de
absorvancia e constatou-se que a proporcio ideal para formacio do
complexo é de 1:1. Kuljanin e colaboradores® observaram méxi-
ma absorvéncia 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 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 fons férricos na andlise, as leituras do complexo foram realiza-
das em torno de 300 nm. Para avaliar a robustez do método foram
feitas medidas da absorbancia, imediatamente apés a formacgao do
complexo, nos comprimentos de onda de 290, 300 e 310 nm. O LD
encontrado para este método foi de 2 pg/mL (para um
S/R =3) e o LQ foi de 7 ug/mL. A especificidade foi testada avali-
ando-se a interferéncia dos excipientes da formulacio na formacdo
do complexo e nas medidas de absorvancia. A amostra de placebo
ndo apresentou sinal nas condi¢des experimentais descritas®.

Embora este método possua especificidade satisfatéria quanto
a interferéncia dos excipientes, ele ndo pode ser considerado sele-
tivo para determinagdo de produtos de degradacdo e impurezas do
alendronato. Portanto, ndo pode ser aplicado como método indica-
dor de estabilidade.

Métodos titulométricos

Da mesma maneira que a espectrofotometria, a titulometria
consiste em um método simples e de baixo custo que pode ser
aplicado para andlise quantitativa de uma grande variedade de com-
postos. Por outro lado, durante o procedimento, pode-se quantificar
substancias de estruturas quimicas diferentes que apresentam pro-
priedades fisico-quimicas semelhantes ou mesmos grupos
reacionais. Portanto, na maioria dos casos, este método ndo pode
ser considerado seletivo.

Na literatura cientifica, hd poucos trabalhos propondo
metodologia titulométrica para determinag@o quantitativa de deri-
vados de acidos bisfosfonicos, sendo que em dois relatos é empre-
gada a complexometria. As andlises sdo baseadas na capacidade
dos compostos bisfosfonados em formar complexos. Nestes méto-
dos, o alendronato (assim como alguns outros bisfosfonados estu-
dados) ¢ titulado por agentes complexantes como o dinitrilociclo-
exilenotetracetato de tério (Th[DCTA]) ou o etilenodiamino-
tetracetato de tério (Th[EDTA]), sendo que o ponto final da titulagdo
pode ser determinado utilizando-se indicadores visuais (laranja de
xilenol ou azul de metil timol)*"3%,

A Farmacopéia Americana adota metodologia semelhante para
determinac@o do etidronato, onde o farmaco ¢ titulado pelo Th(DCTA)
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na presenca do laranja de xilenol e o ponto final da titulagdo é caracte-
rizado pela viragem do indicador a uma cor vermelho-violdcea®.

A volumetria de neutralizagdo também foi proposta para deter-
minacdo do alendronato de sédio em formula¢des farmacéuticas,
aproveitando as propriedades dcidas da molécula®. Foi utilizado
como titulante NaOH 0,1 e 0,05 mol/L para andlise de matéria-
prima e produto acabado, respectivamente. Segundo os autores, o
método mostrou-se preciso e exato, porém, na andlise de uma for-
mulacdo sob forma de comprimidos foi observada interferéncia
dos excipientes. Hd também registros nio publicados em meios
cientificos, provenientes principalmente de empresas produtoras
do farmaco, onde vem sendo utilizada a titulagdo 4cido-base para
determinac@o quantitativa do alendronato de sédio'"'>. O método,
entretanto, precisa ser melhor avaliado no que se refere a
seletividade, quando da presenca de impurezas de cardter dcido na
matéria-prima.

Outros métodos

Metodologias menos comuns na rotina laboratorial farmacéu-
tica também foram empregadas para determinac¢do do alendronato
de sédio, tais como a Eletroforese Capilar (EC), Plasma de
Acoplamento Indutivo ou ICP (“Inductively Coupled Plasma”) e a
Voltametria de Redissolugdo Anddica ou ASV (“Anodic Stripping
Voltammetry”).

Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese capilar ¢ um método de separag@o bastante efi-
ciente e que vem sendo utilizado cada vez mais na analise de pro-
dutos farmacéuticos. Sua aplicacdo é voltada, principalmente, para
andlise de moléculas carregadas eletricamente, o que torna este
método bastante atraente para determinag¢ido dos compostos
bisfosfonados, jd que estes possuem carga negativa. O uso da EC
apresenta algumas vantagens em relacdo a CLAE, tais como eleva-
da eficiéncia, alta resolucdo, rapidez no desenvolvimento dos mé-
todos, reduzido consumo de solvente e menor volume de amostra
utilizada (este ultimo, as vezes, tornando-se uma desvantagem face
a exigéncia de deteccdo sensivel).

Tsai e colaboradores® desenvolveram uma metodologia para de-
terminac¢do do alendronato de sédio utilizando a EC como método de
separacdo. Foi utilizado tubo capilar de silica, ndo revestido, com so-
lugdo composta por uma mistura de HNO, 1,6 mmol/L e sulfato ciprico
(CuSO, 2 mmol/L) e empregou-se a detecgdo direta do complexo for-
mado entre alendronato e cobre (presente na soluc@o eletrolitica), por
ultravioleta. Este método apresentou algumas vantagens em compara-
¢do a dois outros métodos utilizando CLAE (um com CLAE-FR e
deteccdo por UV e outro com CLAE-TT e deteccdo por condutividade),
tais como maior eficiéncia de separacio, maior simplicidade e rapi-
dez no preparo da amostra e consumo extremamente reduzido de fase
movel. Contudo, a dificuldade dos autores em selecionar um padrdo
interno adequado resultou, como conseqiiéncia, em menor precisao
do método (DPR 2 — 5%)*.

Outros métodos onde a EC ¢ utilizada para determinacio de
compostos bisfosfonados foram descritos e empregam tanto a
detecgdo direta por UV como a detecg¢do por espectrometria de
massas com electrospray**.

Plasma de acoplamento indutivo (ICP)

O ICP é um método que utiliza o plasma como fonte de excita-
¢do para emissdo atdmica e pode estar associado a métodos de
detecgio como a Espectroscopia de Emissdo Otica ou a
Espectrometria de Massas. Apesar de ndo ser um método de uso
comum na rotina laboratorial, seu emprego na andlise de substan-
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cias farmacéuticas vem aumentando, ja havendo descri¢do de sua
utilizagcdo na quantificag@o do etidronato (como método de detec¢do
acoplado 2 CLAE-TD)*%. O método baseia-se na aplicacdo de um
campo de radio freqiiéncia a um compartimento por onde passa
um fluxo de argdnio. Desta forma o gas é energizado e, com a
ajuda de uma descarga auxiliar, forma um plasma estdvel que atin-
ge uma temperatura de 9727 °C. A amostra com a substincia a ser
analisada € nebulizada e carreada pelo fluxo de argdnio até a cha-
ma de plasma, onde atinge uma temperatura extremamente alta,
levando a atomizagdo do analito e posterior emissao de fotons. A
intensidade do feixe de fétons emitido € proporcional a concentra-
¢do da substincia na amostra®.

Reed e colaboradores* desenvolveram metodologia para de-
terminacdo do alendronato de sédio em comprimidos utilizando a
andlise por ICP para contetido de fésforo. O alendronato (tanto o
padrdo como a amostra em comprimidos) foi dissolvido em 4dgua e
diretamente analisado (sem o uso de método de separagdo previa-
mente a andlise). No espectrometro acoplado ao ICP foi seleciona-
do um comprimento de onda de 178 nm (utilizado para a deteccio
de fésforo). O método foi considerado linear, preciso (DPRs < 2%)
e exato (comparativamente ao método por CLAE-FR, com uso do
FMOC e deteccao por UV). Além disto, mostrou ser extremamen-
te rdpido e simples, proporcionando facil preparo da amostra e me-
nor tempo total de andlise. No entanto nao pode ser utilizado como
indicador de estabilidade, pois é especifico apenas para o fésforo,
podendo quantificar a0 mesmo tempo qualquer composto que con-
tenha este elemento (tais como impurezas de sintese ou produtos
de degradagdo do alendronato)*.

Voltametria de redissolugdo anddica

A voltametria de redissolu¢do é um método extremamente sen-
sivel, utilizado para determinac@o de baixas concentracdes de subs-
tancias eletroativas em solucdo. E empregado na andlise de com-
postos que possam ser facilmente reduzidos e oxidados, tais como
0s metais.

Esta técnica é baseada na aplicagdo de um potencial extrema-
mente negativo (chamado de “potencial de deposi¢do”) a um ele-
trodo em contato com uma solug@o contendo o analito (geralmente
um fon metdlico), o qual sofre redugdo e se deposita na superficie
do eletrodo. Em seguida, o potencial aplicado é modificado, reali-
zando-se uma varredura na dire¢do de valores positivos. Desta for-
ma o analito acumulado é reoxidado e se dissolve, retornando a
solugdo e resultando na gera¢do de uma corrente. A intensidade da
corrente produzida é proporcional a concentragdo da substincia
analisada que se depositou no eletrodo®.

Recentemente, Razac e colaboradores*” desenvolveram
metodologia para determinagdo do alendronato de sddio (além de
outros dois compostos) através da voltametria de redissolugdo
anddica. Neste método foi realizada a complexacdo do farmaco
pelo cobre (Cu*) e o complexo formado depositou-se na superficie
do eletrodo, sob acdo de um potencial de deposicdo de —1100 mV.
Para a redissolucdo foi utilizada a técnica de pulso diferencial
(DPASV), a qual € um tipo de voltametria de redissolucdo que apre-
senta elevada sensibilidade. Durante o estudo foram analisadas a
influéncia do pH e do tempo de agitacdo sobre a formagao do com-
plexo, assim como o efeito do potencial de acumulag¢do sobre a
etapa de deposi¢do. Também foi observado que o excesso do fosfato
de cobre II (Cu,(PO,),), utilizado na complexagdo, ndo interfere na
andlise, pois este reagente ¢ fracamente solivel e mesmo peque-
nos niveis de Cu** residuais ndo prejudicam a detec¢éio do comple-
x0. O método foi considerado linear na faixa de 0,1 a 0,3 pug/mL,
preciso (DPRs < 2%), exato e apresentou alta sensibilidade, com
um LD igual a 8,6 ng/mL e um LQ igual a 29 ng/mL*".



858 Ribeiro e Volpato

CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo dos anos 90 foram publicadas diversas metodologias
analiticas para determinacio quantitativa do alendronato de sédio, a
maioria delas empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A CLAE-FR, associada a diferentes formas de detec¢do (prin-
cipalmente ultravioleta e fluorescéncia), apresentou os melhores
resultados quanto a sensibilidade, com limites de quantificacdo de
até 1 ng/mL, mostrando-se, portanto, bastante adequada para de-
terminacdo do alendronato em matrizes bioldgicas, considerando-
se a biodisponibilidade extremamente reduzida deste farmaco. No
entanto, como a molécula ndo apresenta absor¢@o na regido do UV
ou capacidade de emitir fluorescéncia, deve sofrer derivatizagio
previamente a detec¢do, com procedimentos extensivos, tornando
a execucdo complexa e demorada.

As metodologias empregando a CLAE-TI parecem ser de exe-
cu¢do mais simples e mostraram-se alternativas adequadas para
determinag@o de um composto idnico, como o alendronato, em
formulacdes. No entanto, alguns detectores utilizados nas andlises
com CLAE-TI sd3o menos comuns nos laboratérios e podem ser de
dificil manuseio. Além disto, apresentaram sensibilidade reduzida
em relacdo aos métodos com CLAE-FR, sendo o menor limite de
quantificagdo alcancado de 0,4 nug/mL. A detecgdo indireta por
ultravioleta utiliza detector de uso mais comum e requer procedi-
mentos mais simples, mas fornece elevado limite de deteccéo, pre-
judicando a sensibilidade do método.

Técnicas menos empregadas na rotina laboratorial farmacéuti-
ca também mostraram-se adequadas para determina¢ido do
alendronato em formulagdes. O plasma de acoplamento indutivo é
de execucdo simples, a voltametria de redissolu¢do anddica apre-
sentou elevada sensibilidade e a EC, boa resolug¢do dos picos. A
principal desvantagem destes procedimentos € a utilizacao de equi-
pamentos menos comuns quando comparados a CLAE.

A espectrofotometria e a titulometria constituem métodos mais
simples para determinacido do alendronato, mas poucos estudos
envolvendo estas metodologias foram encontrados na literatura.
Normalmente, apresentam limitacdes quanto a especificidade, po-
dendo apresentar erros resultantes da presenca de impurezas e pro-
dutos de degradagido, além de serem métodos pouco sensiveis. Ainda
assim, alguns laboratdrios utilizam a volumetria de neutralizagdo
para as andlises do controle de qualidade do farmaco.

Assim, a andlise quantitativa de compostos bisfosfonicos, como
o alendronato, necessita maiores estudos, nio apenas visando o
desenvolvimento de novos métodos, mas também documentando
cientificamente metodologias ndo oficiais, rotineiramente empre-
gadas nos laboratérios farmacéuticos que, mostrando-se adequa-
das e validadas, poderiam ser adotadas pela Farmacopéia Brasilei-
ra ou compéndios oficiais estrangeiros.
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