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BISPHOSPHONATES: SYNTHESIS, CHEMICAL ANALYSIS AND PHARMACOLOGICAL APPLICATIONS. Bisphosphonates
are drugs that have been widely used in different bone diseases, and have recently been used successfully against many parasites.
Various synthetic routes to prepare different types of bisphosphonates have been described, with distinct potency and pharmacological
activity. A number of analytical techniques are currently being used to analyze these drugs; among these, the high performance
liquid chromatography (HPLC), with different systems of detection, is worth highlighting. However, the development of more
sensitive methods is still necessary, once they are essential for bioavailability and bioequivalence studies. This paper reports the
major synthesis routes, chemical analysis methodologies and pharmacological applications of bisphosphonates.
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INTRODUÇÃO

Os bisfosfonatos (BP’s) formam uma classe de substâncias quí-
micas que apresenta uma ligação P-C-P em sua estrutura, e agem
como inibidores da reabsorção óssea, mediada pelos osteoclastos.
Estes compostos são extensivamente utilizados no tratamento de
várias doenças ósseas, destacando-se a doença de Paget, a
hipercalcemia maligna, a osteoporose e a doença metastática e
osteolítica.

São análogos químicos da substância endógena denominada ácido
pirofosfórico (Figura 1), que no organismo se encontra como
pirofosfato, um inibidor natural da reabsorção óssea. No entanto,
essa substância não pode ser utilizada como agente terapêutico no
tratamento de doenças ósseas, pois sofre uma rápida hidrólise
enzimática. Os bisfosfonatos são seus análogos sintéticos, onde o
átomo central de oxigênio é substituído por um de carbono. Essa
modificação faz com que os BP’s sejam mais resistentes à degrada-
ção enzimática, e possuam uma meia-vida biológica maior, suficien-
te para influenciar o metabolismo ósseo1.

Diferentes substituintes ligados ao carbono central dão caracte-
rísticas únicas para cada fármaco (Figura 2). O grupo R1 fornece a
afinidade dos BP’s pelos cristais ósseos, enquanto o grupo R2 é res-
ponsável pela potência e atividade farmacológicas2. Segundo
Shinoda3, a adição de um grupo hidroxila ao átomo de carbono na
posição 1 aumenta a potência anti-reabsortiva. Derivados com um
grupo amino no final da cadeia lateral são extremamente ativos. Além
disso, o comprimento da cadeia lateral é também muito importante,
sendo a maior atividade encontrada em compostos com quatro car-
bonos, como o alendronato. Mais recentemente tem sido demonstra-
do que o grupo amino não tem que estar localizado necessariamente

no fim da cadeia. No entanto, ainda não está bem clara a relação
existente entre estrutura e atividade, podendo-se dizer apenas que a
estrutura P-C-P é fundamental para a atividade e que a intensidade
do efeito é intensamente dependente da cadeia lateral.

Os BP’s são sintetizados por meio de uma grande variedade de
rotas sintéticas. Estas levam à produção de BP’s com diferentes es-
truturas químicas e rendimentos.

Os BP’s podem ser analisados quantitativa e qualitativamente
por um conjunto de técnicas analíticas eficientes. As mais usuais são
a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), cromatografia
gasosa (GC) e eletroforese capilar (CE), utilizando diferentes
detectores, tais como espectrômetro de massas (MS), índice de re-
fração, espectrofotômetro de ultravioleta e eletroquímicos.

O objetivo do presente trabalho é mostrar a importância dos BP’s
no tratamento de várias doenças ósseas e suas novas aplicações. Pro-
põe-se também descrever as rotas de síntese mais usuais, bem como
os diferentes métodos utilizados na análise destes fármacos.

FARMACOLOGIA

Farmacodinâmica

O tecido ósseo contém três tipos de células: osteoblastos,
osteoclastos e osteócitos. Os osteoblastos formam os ossos por de-
posição de materiais protéicos na matriz, levando à mineralização. A
função dos osteoclastos é a reabsorção óssea. Essas células destroem
a matriz sempre que o osso precisa ser remodelado. O terceiro tipo
de células, os osteócitos, encontram-se localizados profundamente
nas fibras protéicas da matriz óssea estando, provavelmente, envol-
vidos na homeostase do cálcio plasmático4.

O mecanismo molecular pelo qual os BP’s inibem a reabsorção
óssea ainda não é completamente entendido. Inicialmente, acredita-

Figura 1. Estrutura química do ácido pirofosfórico

Figura 2. Estrutura química geral dos BP’s
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va-se que apenas um mecanismo físico-químico, após a adsorção
óssea, era suficiente para sua ação5. No entanto, ultimamente, tem-
se tornado claro que efeitos celulares também estão envolvidos5.
Como os osteoclastos produzem endocitose, os BP’s presentes no
espaço onde ocorre a reabsorção podem penetrar nestas células, afe-
tando seu metabolismo intracelular e induzindo apoptose5. Recentes
estudos têm demonstrado que parte da ação inibitória dos BP’s sobre
os osteoclastos é mediada por uma atividade dos osteoblastos6.

Green7 demonstrou em estudos in vitro que os BP’s também ini-
bem a proliferação, reduzem a viabilidade e induzem apoptose em
muitas células tumorais humanas.

As propriedades físico-químicas dos BP’s são bem similares en-
tre os membros da série. No entanto, suas atividades anti-reabsortivas
diferem grandemente. Por causa dessa grande diferença de potência
entre os BP’s, suas doses clínicas também diferem acentuadamente8.
Os principais BP’s estudados estão apresentados na Tabela 1.

Os BP’s tornaram-se uma alternativa para o tratamento de uma
variedade de doenças ósseas onde há uma excessiva atividade dos
osteoclastos, incluindo doença de Paget, hipercalcemia maligna,
osteoporose e doença metastática e osteolítica9. São também úteis
em muitas formas de osteoporose secundária, causadas por utiliza-
ção de glicocorticóides, gravidez, transplante de órgãos e paraplegia1.

Altas doses de muitos BP’s podem dificultar a mineralização
normal dos ossos10. Dessa forma, busca-se atualmente o desenvolvi-
mento de BP’s com alta atividade anti-reabsortiva, que tenham uma
ampla faixa de segurança para a mineralização normal.

O Trypanosoma cruzi (protozoário causador da doença de Cha-
gas) contém importantes depósitos de pirofosfato e polifosfatos em
organelas denominadas acidocalcisomas. Estudos recentes mostram
que os BP’s inibem o crescimento do protozoário T. cruzi in vitro e
in vivo, por meio da competição com o pirofosfato em sua via meta-
bólica, sem causar toxicidade nas células hospedeiras11.

Martin e colaboradores12 verificaram a ação dos BP’s que possu-
em nitrogênio na cadeia lateral, sobre o crescimento dos parasitas
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani,
Toxoplasma gondii e Plasmodium falciparum. O mecanismo de ação
dos BP’s consiste, basicamente, na inibição da formação de proteí-
nas de importância vital para os parasitas.

A artrite reumatóide está relacionada com uma erosão óssea nas
articulações. Alguns estudos clínicos têm sido realizados para avali-
ar a eficiência de agentes anti-artríticos; recentemente, a família dos
BP’s vem obtendo destaque no tratamento dessa doença13. Os ésteres
dos BP’s têm conseguido diminuir, significativamente, as inflama-
ções associadas com a formação do granuloma cutâneo e com a ar-
trite erosiva, inibindo a erosão óssea nas articulações13,14.

Devido à sua capacidade quelante, os bisfosfonatos também têm
sido estudados para elaboração de novos medicamentos capazes de
controlar a quantidade de íons ferro e alumínio no organismo huma-

no15. Recentemente novos BP’s foram sintetizados por meio das re-
ações de Michaelis-Arbuzov, Michaelis-Becker e transesterificação
do fosfonoacetato de trietila. Estas metodologias foram satisfatórias,
tendo em vista o bom rendimento obtido e a facilidade de execução.
Estes bisfosfonatos mostraram-se eficientes agentes quelantes frente
a diferentes metais16.

Estudos realizados com etidronato e clodronato demonstraram
que estes fármacos apresentam baixa toxicidade. Testes realizados
em diferentes espécies animais indicaram não serem teratogênicos,
mitogênicos e carcinogênicos17.

De maneira geral, os BP’s apresentam poucos efeitos adversos.
O etidronato pode causar inibição na mineralização normal dos os-
sos, originando fraturas18. Distúrbios gastrintestinais e alterações no
paladar também podem ocorrer19. Para o clodronato, apenas alguns
poucos casos de diarréia branda foram relatados20. Pamidronato pode
causar distúrbios gastrintestinais tais como náusea, vômito e diar-
réia. Após a administração oral ou intravenosa, pode induzir pirexia
de 1 a 2 oC21.

Farmacocinética

A biodisponibilidade oral, fração de uma dose que alcança a cir-
culação sistêmica, é determinada pela comparação da área total sob
a curva de concentração no plasma versus tempo, após a administra-
ção oral e intravenosa22.

Os BP’s apresentam baixa absorção intestinal em humanos, com
biodisponibilidade de cerca de 0,7% para alendronato, 0,3% para
pamidronato, 3-7% para etidronato e 1-2% para clodronato8. Esta bai-
xa absorção ocorre porque estes fármacos são pouco lipofílicos, difi-
cultando o transporte através da barreira epitelial23. Além do mais, são
moléculas relativamente grandes, negativamente carregadas no pH in-
testinal e complexam facilmente com o cálcio, prejudicando ainda mais
a sua absorção24. Os alimentos causam uma acentuada diminuição na
absorção dos BP’s, devendo estes serem administrados pelo menos
30 min antes da primeira alimentação diária25.

Estudos realizados em ratos, com o alendronato, demonstraram
que ele possui forte interação com as proteínas plasmáticas, princi-
palmente a albumina sérica. O aumento do pH e da concentração de
íons cálcio acentua ainda mais essa interação26.

Após a administração intravenosa, o alendronato é amplamente
distribuído por todo o corpo, incluindo os tecidos calcificados e não
calcificados. Os BP’s ligam-se preferencialmente em ossos com alta
taxa de remodelagem, devido à grande exposição da hidroxiapatita
nesses sítios8.

Não foram encontradas evidências de metabólitos dos BP’s nos
estudos realizados, indicando serem muito estáveis. Essa caracterís-
tica minimiza a toxicidade do tratamento, devido à ausência de inter-
mediários reativos e metabólitos tóxicos27.

A excreção renal é a única rota de eliminação dos BP’s. Estudos
realizados em animais e humanos indicam que os BP’s administra-
dos sistemicamente são parcialmente ligados aos tecidos ósseos e o
restante é excretado pelos rins. Após a administração intravenosa, os
BP’s desaparecem do plasma rapidamente, com uma meia-vida de
1-2 h. Por outro lado, uma vez ligado ao osso, eles só são liberados
quando o tecido ósseo, ao qual estão ligados, sofre reabsorção8.

SÍNTESE

O primeiro bisfosfonato utilizado no tratamento de doenças ós-
seas foi o etidronato, o qual pode ser facilmente sintetizado por meio
de reação entre anidrido acético e ácido fosforoso (Esquema 1)28.

Estudos posteriores demonstraram que os BP’s que possuem um
átomo de nitrogênio em sua cadeia lateral possuem potência supe-

Tabela 1. BP’s e suas respectivas potências anti-reabsortivas relativas
em modelos in vivo

Bisfosfonato R1 R2 Potência

Clodronato Cl Cl ~10
Etidronato OH CH

3
~1

Pamidronato OH (CH
2
)

2
NH

2
~100

Alendronato OH (CH
2
)

3
NH

2
>100-<1000

Neridronato OH (CH
2
)

5
NH

2
~100

Olpadronato OH (CH
2
)

2
N(CH

3
)

2
>100-<1000

Ibandronato OH (CH
2
)

2
N(CH

3
)(CH

2
)

4
CH

3
>1000-<10000

Risedronato OH CH
2
-3-piridina >1000-<10000

Zoledronato OH CH
2
-imidazol >10000
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rior ao etidronato29. Mais recentemente, foi demonstrado que o gru-
po amino não deve estar, necessariamente, no final da cadeia. A ati-
vidade é aumentada quando um grupo metil e um pentil são ligados
ao nitrogênio30.

A reação mais comum utilizada na preparação desses BP’s é en-
tre um ácido carboxílico e o ácido fosforoso, na presença de tricloreto
de fósforo (Esquema 2)30. Vários tipos de BP’s são obtidos a partir
de diversos ácidos carboxílicos, com bons rendimentos (Tabela 2).
Os reagentes são deixados sob agitação a 65 oC por aproximadamen-
te 18 h, utilizando como solvente o ácido metanossulfônico ou
benzenossulfônico. Logo após, é adicionado hidróxido de sódio para
ocorrer a precipitação dos sais de BP’s.

Esta síntese também pode ser realizada utilizando-se ácidos
graxos de cadeia pequena e que não contenham nitrogênio (Esque-
ma 3). Os BP’s assim formados mostraram-se ativos contra o cresci-
mento do Trypanosoma cruzi11.

Outra rota de síntese mais moderna é realizada pela reação entre
um cloreto de acila e o tris(trimetilsilil)fosfito, com posterior
metanólise31.

A reação do cloreto de acila com 2 equivalentes de
tris(trimetilsilil)fosfito leva, em poucos minutos e com temperatura

de 25 oC, à formação do éster tetrakis(trimetilsilil) do ácido 1-
trimetilsiloxi-1,1-bifosfônico. Logo após, ocorre a metanólise du-
rante 1 h à temperatura de 25 oC. Os BP’s são obtidos com a evapo-
ração da fração volátil (Esquema 4).

Esta reação possui inúmeras vantagens quando comparada à re-
ação mencionada anteriormente, destacando-se: condições mais bran-
das do sistema reacional, maiores rendimentos obtidos e menores
tempos de reação. Por outro lado, observam-se algumas desvanta-
gens: alto preço do reagente tris(trimetilsilil)fosfito e dificuldade de
se encontrar comercialmente diferentes cloretos de acila (sendo ne-
cessária a preparação dos mesmos)31.

A preparação de cloretos de acila é bastante conhecida na litera-
tura e consiste na reação entre um ácido carboxílico e o cloreto de
tionila (Esquema 5)32. Entretanto, isso representa uma nova etapa na
síntese dos BP’s, acarretando, principalmente, redução do rendimento
total.

Outro método de preparação dos BP’s consiste na reação de bis-
hidrofosforilação de alcinos terminais por fosfitos de dialquila,
catalisada por paládio33. Os alcinos terminais são sintetizados por
uma reação de Heck entre um haleto de arila e o trimetilsililacetileno,
com a remoção do grupo trimetilsilil em condições básicas (Esque-
ma 6a). Os fosfitos de dialquila, por sua vez, são sintetizados pela
reação entre um equivalente de tricloreto de fósforo e três equivalen-
tes do álcool correspondente (Esquema 6b)34. Refluxando a mistura
contendo um equivalente do alcino terminal e três equivalentes de
fosfito de dialquila, na presença de Pd(PPh

3
)

4
 e tolueno (solvente),

obtém-se uma grande variedade de BP’s vicinais com ótimos rendi-
mentos (Esquema 6c)33.

Esquema 1. Síntese do etidronato

Tabela 2. Valores típicos de rendimento da síntese dos BP’s para
diferentes ácidos carboxílicos

R n R%

NH
2

2 57
NH

2
3 89

NH
2

4 78
NH

2
5 89

CH
3

10 95
3-imidazol 1 31
3-piridil 1 38
4-aminofenil 1 26
Cl 3 30

Esquema 2. Reação entre ácido carboxílico e ácido fosforoso na presença

de tricloreto de fósforo

Esquema 3. Síntese de BP’s a partir de ácidos graxos de cadeia pequena (n

= 1, 2, 3 e 4)

Esquema 4. Síntese de BP’s por meio da reação entre o cloreto de acila e o

tris(trimetilsilil)fosfito

Esquema 5. Síntese de cloretos de acila

Esquema 6. Síntese de BP’s através de uma reação de bis-hidrofosforilação

catalisada por paládio: (a) síntese do alcino terminal; (b) síntese do fosfito
de dialquila; (c) reação do alcino terminal com fosfito de dialquila
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Outros tipos de BP’s podem ser preparados utilizando os íons
enolato como intermediários. O tratamento de compostos carbonílicos
com uma base forte e posterior adição de excesso de grupos
eletrofílicos [ClP(OEt)

2
] resulta na formação de duas ligações P-C

no carbono α. Estes BP’s são obtidos após oxidação com peróxido
de hidrogênio35. O Esquema 7 ilustra uma reação realizada nestas
condições.

Na Tabela 3 são mostrados outros exemplos de produtos forma-
dos a partir de diferentes substratos35.

BP’s derivados de α-aminoácidos foram sintetizados, demons-
trando também atividade anti-reabsortiva36. Nesta reação é feita, ini-
cialmente, a proteção do grupo amina do aminoácido, seguida de
substituição do grupo hidroxila pelo cloro. Posteriormente, é feita a
inserção dos átomos de fósforo em duas etapas. Primeiramente, ocorre
reação com um reagente adequado de fósforo, formando um fosfonato
de acila e, em seguida, ocorre ataque de um segundo átomo de fósfo-
ro, formando o bisfosfonato. Finalmente, o grupo protetor é retira-
do, os grupos ésteres são hidrolisados e os BP’s são obtidos como
sais de sódio (Esquema 8)36.

Como descrito anteriormente, a estrutura da cadeia lateral, bem
como a presença ou não de heteroátomo fornece características bem
distintas aos BP’s. O 2-aminociclopropilideno-1,1-bisfosfonato de
tetraetila, ainda não avaliado clinicamente, possui anel de 3 mem-
bros em sua cadeia lateral, podendo proporcionar uma atividade
farmacológica ainda não encontrada em outros BP’s37.

A síntese deste composto é realizada em três passos (Esquema 9).
Primeiramente, o lítiocarbânion do 2-bromoacetato de etila é adicio-
nado, via adição de Michael, ao vinilideno 1,1-bisfosfonato de tetraetila.
Essa adição é seguida de uma ciclização intramolecular levando à for-
mação de um derivado ciclopropil. Posteriormente, este derivado é
saponificado, e o ácido obtido é convertido em uma amina37.

ANÁLISE

Os BP’s podem ser analisados por várias técnicas analíticas, des-
tacando-se a cromatografia gasosa, a cromatografia líquida de alta
eficiência e a eletroforese capilar. Estas técnicas são utilizadas para a
determinação de BP’s na matéria-prima, no produto acabado, e em
fluidos biológicos, sendo neste caso necessário o desenvolvimento
de metodologias analíticas com alta sensibilidade, tendo em vista a
baixa concentração destes fármacos neste meio.

A análise em meio biológico requer, muitas vezes, a utilização
de técnicas de pré-concentração, tais como microextração em fase
sólida (SPME) e extração em fase sólida (SPE), sendo esta última a
mais comum.

O desenvolvimento de métodos sensíveis é dificultado pelas ca-
racterísticas das moléculas dos BP’s mais utilizados. Estes não pos-
suem grupos cromóforos e não podem ser determinados pelos
detectores mais usuais (ultravioleta e fluorescência). Para contornar
esta dificuldade têm sido desenvolvidos métodos de derivação e
detecção indireta. Entretanto, estes métodos requerem maior tempo
para sua execução, além de serem mais passíveis de erros.

Nos últimos anos tem-se observado um aumento no desenvolvi-
mento de métodos que utilizam a espectrometria de massas. Este
detector possui a grande vantagem de ser seletivo e universal, além
de possuir boa sensibilidade e robustez. Além disso, permite a análi-
se direta, sem necessidade de derivação. Por outro lado, é uma técni-
ca mais cara e que exige maior experiência por parte dos analistas.

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC)

Esta técnica é a mais utilizada para análise dos BP’s, sendo em-
pregados diferentes detectores, fases móveis e mecanismos de reten-
ção.

Chester38 desenvolveu um detector seletivo para fósforo, basea-
do na emissão molecular de luz pelo HPO, para HPLC, analisando

Tabela 3. BP’s obtidos a partir de diferentes lactamas e compostos
carbonílicos

Reagentes        Produtos Rendimento (%)

77

67

72

Esquema 8. Síntese de BP’s derivados de α-aminoácidos

Esquema 7. Síntese de BP’s utilizando íons enolato como intermediários

Esquema 9. Síntese do 2-aminociclopropilideno-1,1-bisfosfonato de

tetraetila
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diversos ácidos fosfônicos. Posteriormente, o mesmo autor utilizou
esse detector para análise do clodronato em fluidos biológicos. O
mecanismo de separação empregado foi de troca aniônica, obtendo-
se um limite de quantificação de 2 µmol/L39.

Foram relatados vários métodos utilizando detecção por índice
de refração. Um método para determinação do ácido metileno-
bisfosfônico, utilizando pareamento iônico, foi desenvolvido por
Yeh40. Foi utilizada uma coluna convencional C

18
 e o composto tri-n-

octilamina como agente de pareamento iônico. Wong e colaborado-
res41 desenvolveram um método empregando coluna de troca aniônica,
para análise de diferentes polifosfonatos, obtendo limites de detecção
de 2,4 a 15,2 ppm. Han e colaboradores42 analisaram comprimidos
de alendronato sódico utilizando coluna de troca aniônica. Este mé-
todo mostrou-se exato, específico, robusto e com limite de detecção
adequado para análises de rotina de comprimidos.

A análise de BP’s utilizando detectores de fluorescência tam-
bém é muito utilizada. Como estas moléculas, em geral, não possu-
em grupos que fluorescem, são necessárias algumas estratégias para
a utilização de tais detectores. Derivatizações pré ou pós-coluna e
detecção indireta são as mais utilizadas. No primeiro caso, uma mo-
lécula fluorescente é ligada ao BP, enquanto na detecção indireta o
composto fluorescente encontra-se presente na fase móvel.

Métodos de determinação indireta de BP’s foram desenvolvidos
utilizando o complexo de alta fluorescência formado entre o alumí-
nio e o morin (2’,3’,4’,5,7-pentidroxiflavona). Na presença dos BP’s
o alumínio liga-se a estes compostos formando um complexo mais
estável e que não fluoresce. A passagem do complexo alumínio-morin
pelo detector de fluorescência gera absorção ao passo que o comple-
xo BP-alumínio, ao passar pelo detector, causa diminuição da absor-
ção, registrando um pico negativo43,44. A detecção por fluorescência
com derivatização pós-coluna foi descrita por Kwong e colaborado-
res45 para a análise de comprimidos de alendronato. Foram utiliza-
dos os compostos o-ftalaldeído e mercaptoetanol (OPA-MERC) como
reagente pós-coluna, sendo avaliada a eficiência da reação de
derivatização, variando-se os seguintes parâmetros: pH, fluxo da fase
móvel, fluxo do reagente pós-coluna, temperatura da reação, tama-
nho e tipo do reator. Foi utilizada uma coluna de fase reversa com
pareamento iônico.

Vários compostos podem ser utilizados para derivatização pré-
coluna em detecção por fluorescência. O pamidronato foi determina-
do em urina, empregando a fluorescamina como reagente de
fluorescência e coluna de fase reversa (C

18
). O limite de quantificação

obtido foi de 1 µmol/L de urina e o limite de detecção foi de 50 nmol/
L de urina46. Posteriormente, foram alcançados melhores limites de
quantificação e detecção (0,7 µmol/L de urina e 10 nmol/L de urina,
respectivamente), aprimorando-se o processo de extração dos analitos47.

O composto 2,3-naftaleno dicarboxaldeído também é utilizado
em derivatizações pré-coluna. Kline e colaboradores48 determinaram
o alendronato em urina utilizando este reagente, na presença do íon
cianeto, e coluna de fase reversa polimérica. Foi obtido limite de
quantificação de 5 ng/mL. Este método foi melhorado substituindo-
se o íon cianeto pelo composto N-acetil-D-penicilamina, obtendo-se
um limite de quantificação de 1 ng/mL49.

Outra opção para a derivatização pré-coluna é a utilização do
reagente 1-naftilisotiocianato, para a determinação do pamidronato
em fluidos biológicos. Para tanto, a separação foi feita por meio de
pareamento iônico50-52.

Para a determinação de BP’s utilizando detectores de ultravioleta
(UV) são também necessárias estratégias, devido à ausência de gru-
pos cromóforos nestes fármacos. Sparidans e colaboradores53 desen-
volveram um método para a análise de oito diferentes BP’s, onde
estes são complexados “in-line” com íons cobre(II), absorvendo no
UV em 245 nm. Utilizou-se coluna de troca aniônica e fase móvel

constituída de ácido nítrico 1,5 mmol/L e nitrato de cobre(II) 0,5
mmol/L. O limite de detecção obtido foi de 0,4 µg/mL53.

Foram também desenvolvidos métodos utilizando derivatizações
pré-coluna. De Marco e colaboradores54 determinaram o alendronato
empregando o composto cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC),
na presença de citrato de sódio, como reagente de derivatização. Utili-
zou-se coluna de fase reversa polimérica, com detecção em 266 nm.
Outro método foi desenvolvido utilizando o isotiocianato de fenila
seguido de tratamento com peróxido de hidrogênio, antes da injeção.
Os limites de detecção e quantificação obtidos foram de 0,1 µg/mL55.

A análise de BP’s com detecção no UV-Visível e derivação pós-
coluna é muito utilizada. Daley-Yates e colaboradores56 desenvolve-
ram um método para análise em plasma e urina. Os BP’s foram oxi-
dados a ortofosfato com persulfato de amônio e posterior reação com
molibdênio-ascorbato, formando o cromóforo fosfomolibdato, de-
tectado em 820 nm. Obteve-se limite de detecção de 10 ng/mL.

Foi desenvolvido outro método para análise de clodronato, em-
pregando coluna de poliestireno-divinilbenzeno. O analito foi detec-
tado em 300 nm após reação com solução ácida de ferro (III)57. Fo-
ram propostos métodos utilizando o complexo tório-EDTA-laranja
de xilenol. Os BP’s reagem quantitativamente com este complexo
em condições levemente ácidas58,59.

Outra alternativa para a detecção no UV são os métodos indire-
tos. Tsai e colaboradores60 propuseram um método para análise de
comprimidos de etidronato utilizando ácido nítrico (absorção máxi-
ma em 220 nm) como eluente. Os cromatogramas obtidos apresen-
tam uma queda no sinal quando ocorre a passagem dos BP’s pela
célula do detector.

Detectores eletroquímicos também podem ser utilizados na de-
terminação de BP’s, com a vantagem de não haver necessidade de
derivação do analito. Entretanto, são muito sensíveis a variações ex-
ternas, o que compromete a reprodução dos resultados. Usui e cola-
boradores61 propuseram um método para análise de um novo BP,
extraído de plasma, urina e osso, empregando detector eletroquímico
operando no modo oxidativo. Foram obtidos limites de quantificação
de 0,5 ng/mL no plasma, 1 ng/mL na urina e 25 ng/g no osso.

Detectores condutimétricos são utilizados na determinação de
diferentes BP’s, também sem a necessidade de derivatização do
analito. São empregadas colunas de troca aniônica62-64.

Qin e colaboradores65 desenvolveram método para a determina-
ção de alendronato (altamente polar e termolábil) em comprimidos
utilizando cromatografia iônica acoplada a detector de massas, em-
pregando interface do tipo íon-spray, operando no modo negativo.
Observou-se neste estudo que a fragmentação dominante deste com-
posto é a clivagem das ligações C-P.

O clodronato e BP’s relacionados foram analisados por
espectrometria de massas com fonte de ionização por eletrospray no
modo negativo, em um equipamento do tipo triplo quadrupolo. Fo-
ram propostos diferentes caminhos para a fragmentação destes com-
postos e avaliada a influência do pH no grau de desprotonação66.

Cromatografia Gasosa

Os BP’s possuem natureza polar e baixa volatilidade. Desta for-
ma, para análise por cromatografia gasosa, é necessário o processo
de derivatização para a formação de compostos voláteis e estáveis.
Comprimidos de etidronato foram analisados por meio da derivati-
zação com bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida. Utilizou-se detector
de ionização de chama para análise e detector de massas para contro-
le do derivado formado. O método mostrou-se rápido e específico,
porém sem sensibilidade suficiente para análise deste fármaco em
fluidos biológicos67.

Auriola e colaboradores68 descreveram um método para análise
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de clodronato em urina. O analito extraído reagiu com um derivado
trimetilsilil e foi analisado utilizando detector de massas.

Foi desenvolvida metodologia para análise de diferentes BP’s
nitrogenados, utilizando o composto cloroformato de isobutila como
reagente de derivatização. Utilizou-se detector fotométrico de cha-
ma, obtendo-se limite de detecção no plasma de 200 ng/mL. Reali-
zou-se também análise com espectrômetro de massas para confirma-
ção estrutural dos derivados formados69.

Eletroforese Capilar

Isotacoforese capilar foi utilizada para análise de pamidronato e
impurezas de síntese e degradação presentes. Foram comparados dois
sistemas com diferentes condições e estes mostraram-se adequados
para análises de rotina70.

Um método para análise de alendronato em formulações farma-
cêuticas foi descrito por Tsai e colaboradores71. Utilizou-se detecção
direta no UV baseada na formação “on-line” de complexo cromóforo
entre este fármaco e os íons cobre(II) presentes na solução eletrolítica.
No entanto, este método não pode ser utilizado para análise de solu-
ções intravenosas devido à presença dos ânions citrato (forte agente
quelante) em suas formulações.

Sirén e colaboradores72 desenvolveram método para análise de
BP’s, com detecção indireta no UV, utilizando corantes nitrosonaftóis
sulfonatados na solução eletrolítica. O limite de detecção obtido foi
de 1 µg/mL em 254 nm.

Peng e colaboradores73 determinaram um BP, 2-tioetano-1,1-ácido
bisfosfônico, utilizando método com determinação direta no UV,
coluna revestida com glicerol, fosfato em alta concentração como
tampão e injeção eletrocinética sob condições de “sample stacking”.
O limite de detecção foi de 50 ng/mL.

Um método para determinação de clodronato e suas impurezas,
utilizando detecção de massas por eletrospray e modo negativo, foi
desenvolvido por Huikko e colaboradores74. Este mostrou alta capa-
cidade de separação e especificidade para análise de BP’s.

Um método com detecção direta no UV em baixo comprimento
de onda e polaridade invertida foi aplicado para separação e quanti-
ficação de impurezas em clodronato. Utilizou-se capilar de poliacri-
lamida e avaliou-se a influência do pH e força iônica do eletrólito
sobre a separação75.

Outros métodos

Reed e colaboradores76 descreveram um método direto para aná-
lise de alendronato em comprimidos. As amostras foram dissolvidas
em água e o conteúdo de fósforo foi analisado por plasma acoplado
indutivamente (ICP). O método apresentou boa precisão e exatidão.

A formação de complexo entre alendronato e cloreto férrico em
solução de ácido perclórico foi estudada e analisada por espectrofo-
tometria. Este método apresentou limite de detecção de 2 µg/mL,
suficiente para análise nas formulações farmacêuticas77.

CONCLUSÃO

Os BP’s são fármacos de escolha para uma variedade de doenças
ósseas, destacando-se dentre estas a osteoporose, que tem se tornado
nos últimos anos um importante problema de saúde pública, princi-
palmente devido ao aumento da expectativa de vida da população.

Além disso, outras aplicações relevantes têm sido relatadas com o
uso dos BP’s. Estes fármacos têm se mostrado ativos sobre o metabo-
lismo de vários protozoários, podendo ser utilizados no tratamento da
doença de Chagas, leishmaniose visceral, malária e toxoplasmose,
doenças que acometem milhões de indivíduos em todo o mundo.

Um grande número de rotas sintéticas tem sido relatado para a
preparação de diferentes BP’s, objetivando-se melhorar as condi-
ções experimentais, os rendimentos e os custo, bem como encontrar
estruturas com maior potência e atividade farmacológica.

Os BP’s, devido à sua baixa absorção, são encontrados em con-
centrações muito pequenas nos fluidos biológicos. A grande maioria
dos métodos analíticos descritos mostraram-se adequados para a de-
terminação destes fármacos na matéria-prima e nas formulações far-
macêuticas, entretanto, ainda há a necessidade do desenvolvimento
de métodos mais sensíveis, de fácil execução e de baixo custo, para
determinações em meio biológico.

Métodos adequados de análise em fluidos biológicos são funda-
mentais para a realização de estudos de biodisponibilidade e bioequi-
valência. Este último constitui uma das etapas na obtenção de um
medicamento genérico, que é atualmente considerada como política
de prioridade do Ministério da Saúde do Brasil.
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