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RESUMO

O alendronato de sodio € um composto aminodifosfonado
capaz de se fixar a matriz dssea e inibir a reabsorciao
mediada por osteoclastos. A escassez de metodologias
oficiais para a determinacfo quantitativa deste firmaco
levou ao desenvolvimento de diversos métodos, os quais
empregam, em sua maioria, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), com a derivatizacio do farmaco
para poder empregar detectores de ultravioleta.
Também ha relatos sobre metodologias mais simples
para a analise do alendronato, utilizando titulometria
ou analise espectrofotométrica. Neste trabalho foi
avaliado o emprego da titulometria de neutralizacdo
na determinacio quantitativa do alendronato de sodio
em trés lotes de matéria-prima, utilizando NaOH 0,1 M
como titulante. Os resultados obtidos na titulometria
foram comparados aos encontrados em método
cromatografico de referéncia (CLAE com derivatizacdo
por 9-fluorenilmetilcloroformato ou FMOC), descrito na
Farmacopéia Americana (United States Pharmacopeia),
0os quais apresentaram valores estatisticamente
diferentes. Ensaios para a caracterizacio das
amostras também foram realizados e foi observado
comportamento distinto das 3 matérias-primas em
relaciio a substancia de referéncia (padrao secundario).
O método titulométrico apresentou adequada precisio,
mas nao mostrou especificidade para a determinacio
das matérias-primas, embora possa ser validado para
determinaciio do farmaco em produto acabado.
Palavras-chave: Alendronato. Titulagdo acido-base.
Cromatografia. Derivatizacao.

INTRODUCAO

O alendronato de sdédio (4-amino-1-hidroxibutano
bisfosfonato de sédio) € um composto aminodifosfonado
obtido pela neutralizagdo do acido alendronico (acido
4-amino-1-hidroxibutano  bisfosfonico), cuja sintese
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envolve a reacdo do acido 4-aminobutirico (GABA)
com acido fosforoso e tricloreto de fosforo (Figura 1)
(Kieczykowski et al., 1995). A grande afinidade desta
substdncia pela matriz 6ssea humana permite sua
fixacdo ao tecido e a inibigdo da reabsor¢do mediada por
osteoclastos, sendo assim um farmaco bastante utilizado
no tratamento de desordens relacionadas ao tecido 0sseo,
como ¢ o caso da osteoporose (Marcus, 1996).
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Figura 1 — Sintese do acido alendronico (b), onde (a) ¢ o acido
4-aminobutirico (GABA).

Varias empresas no Brasil tém fabricado
medicamentos contendo alendronato de sodio triidratado
(Figura 2), utilizando matéria-prima de diversas origens,
principalmente asidtica. Grande parte das formas
farmacéuticas existentes no mercado consiste em
comprimidos com doses do sal equivalentes a 5, 10 e 70
mg de acido alendrdnico (Vade-Mécum, 2003) ja havendo
registro de medicamento genérico no pais (ANVISA, 2004).
Farméacias magistrais também tém manipulado alendronato
de sodio em capsulas de gelatina dura.
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Figura 2 — Formula estrutural do alendronato de sodio
triidratado.
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A necessidade de se adotar uma metodologia
adequada para o controle da qualidade do farmaco, levou
ao desenvolvimento de diversos métodos para sua analise
quantitativa. A maioria utiliza a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, seja em fase reversa (CLAE-FR) ou por
troca ionica (CLAE-TI), para determinacdo do alendronato
e de outros bifosfonados semelhantes em formulagdes ou
em meios bioldgicos (Ribeiro & Volpato, 2005; Zacharis &
Tzanavaras, 2008). Um dos primeiros métodos publicados
para a determinacdo do alendronato em formulagdes
farmacéuticas utiliza derivatizagdo pré-coluna com
9-fluorenilmetilcloroformato  (FMOC) para deteccdo
do farmaco ao ultravioleta na CLAE-FR (De Marco et
al., 1989), face a reduzida absortividade do composto.
Metodologia semelhante foi langada posteriormente na
Farmacopéia Americana, na edi¢do de 2005 (United States
Pharmacopeia, 2005).

Outras técnicas empregando a CLAE-FR com
derivatizagdo do farmaco foram desenvolvidas, utilizando
detectores de UV (El-Sattar et al., 2003; Al Deeb et al.,
2004), de fluorescéncia (Kwong et al., 1990; Kline et al.,
1990; Kline & Matuszewski, 1992; Sparidans et al., 1997;
Ptacek et al., 2002; Pérez-Ruiz et al., 2009) e eletroquimico
(Kline & Matuszewski, 1992). Além destes, estdo descritos
métodos para a determina¢do do alendronato através da
CLAE-TI associada a detectores de condutividade (Tsai
et al., 1992a), indice de refragdo (Han & Qin, 1996),
ultravioleta (Peng & Dansereau, 2001; Sparidans et
al., 1995; Tsai et al., 1994) e fluorescéncia (Lovdahl &
Pietrzyk, 1999). Procedimentos utilizando a eletroforese
capilar (Tsai et al., 1992b) e técnicas menos empregadas
no controle da qualidade de medicamentos, como o plasma
de acoplamento indutivo (Reed et al., 1995) e a voltametria
de redissolugdo anddica (Razak et al., 2003) também foram
publicados.

Devido a complexidade das técnicas cromatograficas
envolvendo procedimentos de derivatizacdo ou o uso
de equipamentos menos comuns na rotina laboratorial
farmacéutica, foram propostos métodos mais simples para
determinagdo doalendronato, tais como aespectrofotometria
(Ostovic et al., 1993; Metwally & Walash, 2000; Meyya
et al., 2001; Kuljanin et al., 2002; Taha & Youssef, 2003)
¢ a titulometria (Podolska et al., 1997; Podolska et al.,
2000; Bueno & Bergold, 2000; Moreno et al., 2004). A
caracteristica acida da molécula permite sua analise por
titulometria de neutralizacdo, a qual ¢ uma técnica simples
e que tem sido utilizada por laboratérios de menor porte
no controle da qualidade do alendronato. No entanto, tal
técnica freqiientemente apresenta pouca especificidade e
produz resultados inadequados, os quais foram avaliados
neste trabalho através da comparagdo com método
cromatografico de referéncia, objetivando-se definir a
correta aplicabilidade do método titulométrico.

MATERIAL E METODOS

Insumos farmacéuticos e reagentes

Dois lotes de alendronato de sédio triidratado
(matérias-primas ALD-MP1 e ALD-MP3) foram adquiridos
daempresa DEG® (Sdo Paulo, Brasil), e um lote (ALD-MP2)
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da empresa Purifarma® (Sao Paulo, Brasil). Alendronato de
sodio triidratado de pureza conhecida (99,6%) foi doado
pela empresa Merck® (Rio de Janeiro, Brasil) e utilizado
como substancia de referéncia (ALD-SR).

Para a cromatografia liquida foram utilizados
solventesde grauCLAEadquiridosdaempresaTedia®(Riode
Janeiro, Brasil). Os reagentes 9-fluorenilmetilcloroformato
(FMOC) e acido y-aminobutirico (GABA) foram adquiridos
da empresa Sigma® (Sao Paulo, Brasil). Fosfato dibasico
de sodio anidro, citrato de sodio diidratado, diclorometano,
acido acético glacial e hidroxido de sodio foram obtidos
da empresa Vetec® (Rio de Janeiro, Brasil). Os demais
reagentes de grau analitico foram adquiridos da empresa
Merck® (Rio de Janeiro, Brasil).

Caracterizacio dos insumos farmacéuticos

Espectrometria no infravermelho

Foram preparadas pastilhas de brometo de potassio
contendo 3% p/p de alendronato de soédio triidratado, as
quais foram levadas ao espectrofotdmetro de infravermelho
(Shimadzu — FTIR 8300), realizando-se varredura do
espectro entre 400 e 4000 cm™! (Farmacopéia Portuguesa,
2002).

Andalise termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial
de varredura (DSC)

Para a analise termogravimétrica, as amostras de
alendronato de sodio foram levadas a termobalanga (Mettler
Toledo — TGA/SDTAS51 ) 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 de 25 a
300°C e velocidade de aquecimento de 1°C/min, utilizando
calorimetro Mettler Toledo — DSC822 .

Perda por dessecagdo

Aproximadamente 1 g de cada amostra foi levado a
estufa (Quimis — Q 3178 SE), regulada em 140°C, até peso
constante (por aproximadamente 2 horas) (Farmacopéia
Portuguesa, 2002).

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram preparadas solu¢des aquosas das amostras
de alendronato matéria-prima, na concentracdo de 10
mg/mL, e solu¢des aquosas de acido y-aminobutirico
(GABA), nas concentragdes de 10, 20, 30, 50 ¢ 100 pg/
mL (correspondendo a, respectivamente, 0,1; 0,2; 0,3;
0,5 e 1% de GABA na amostra). Foram aplicados 10 pL
das solugdes em placa cromatografica de gel de silica 60
F,,, utilizando a fase movel metanol : dgua : acido acetico
glacial (80:18:2) para eluicdo por percurso de 10 cm. A
placa foi aspergida com solug@o alcodlica de ninhidrina
0,1% p/V (solugdo reveladora) ¢ levada a estufa a 100°C
por 5 minutos (Prosint, 1997).

Determinagdo de fosfito

Aproximadamente 500 mg de cada amostra de
matéria-prima foram diluidos em 20 mL de dgua destilada.
Em seguida foram adicionados, de forma lenta e sob
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agitagdo constante, 10 mL de solucdo de acetato de sédio
1,7 M : acido acético glacial (80 : 20 V/V) e 15 mL de
solug@o de cloreto merctrico 3% p/V. As amostras foram
levadas a estufa regulada entre 30 e 45°C, durante 2 horas.
Em seguida foram filtradas através de membrana de vidro
sinterizado (nimero4), comauxilio de vacuo, procedendo-se
a lavagem do residuo com acido cloridrico 1% (3 lavagens)
e agua destilada (5 lavagens). O precipitado de cloreto
mercuroso (Hg,Cl,) formado foi levado a estufa regulada
a 100 £ 5°C, durante 2 horas, para posterior pesagem do
material (Prosint, 1997). A determina¢do do porcentual de
fosfitos foi realizada considerando-se a presenga de fosfito
monossodico na amostra.

Determinacdo do teor das matérias-primas por
titulometria

Pesou-se, exatamente, cerca de 200 mg de cada
amostra de alendronato de sodio, que foram dissolvidos
em aproximadamente 60 mL de agua recém destilada e
levados ao ultra-som por 2 minutos, com agitagdo manual.
A solucao foi levada ao titulador automatico (Mettler
— DL25) provido de eletrodo de vidro (Digimed — DME
CV1), procedendo-se a titulagdo com NaOH 0,1 M e
determinag@o potenciométrica do ponto de equivaléncia.

Determinacio do teor das matérias-primas por CLAE-
FR com derivatizaciao

Preparo das amostras e reagentes

Solugdo-estoque contendo 625 pg/mL dealendronato
de sodio foi preparada, diluindo-se cerca de 62,5 mg de
ALD-SR em 100 mL de solugdo de citrato de sddio 0,1 M.
A partir da solug@o-estoque, foram obtidas 5 diluigdes com
concentragdes entre 50 ¢ 150 pg/mL (com mesmo solvente).
As amostras de matéria-prima (ALD-MP1, ALD-MP2 e
ALD-MP3) foram diluidas em solug@o de citrato de sodio
0,1 M de modo a fornecer solugdes de alendronato de sodio
na concentrag¢ao de 100 pg/mL.

O preparo dos reagentes utilizados (solugdo tampao
de citrato 0,05 M / fosfato 0,05 M — pH 8,0; solugdo de
borato de sodio 0,1 M; solucdo de citrato de sédio 0,1 M;
solu¢@o de FMOC 0,5% em acetonitrila) e os procedimentos
analiticos adotados foram baseados no artigo descrito por De
Marco (1989) e na metodologia publicada na Farmacopéia
Americana (United States Pharmacopeia, 2005).

Procedimento de andlise (derivatiza¢do e extragdo):

As solugdes e reagentes descritos na Tabela 1 foram
adicionados a tubos de centrifuga de polipropileno com
tampa e capacidade para 50 mL, seguindo o procedimento
esquematizado na Figura 3. Para realizagdo do branco, a
solucdo de alendronato foi substituida por solugdo de citrato
0,1 M. O teor das matérias-primas ALD-MP1, ALD-MP2
e ALD-MP3 foi calculado pelo método do padrao externo,
utilizando-se um nivel da curva de calibragdo do padrdo
ALD-SR, na concentragdo de trabalho de 100 pg/mL.
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Tabela 1 — Quantidade de solugdes e reagentes adicionados ao
tubo de centrifuga para derivatizagdo do alendronato de sodio
com FMOC.

Reagentes / Solugbes Branco Amostras de Alendronato
(Padrdo e Matérias-primas)

Solugéo de alendronato 0 5mL

Solugéo de citrato (0,1 M) 5mL 0

Solugéo de borato (0,1 M) 5mL 5mL

Solugédo de FMOC (0,5%) 5mL 5mL

Diclorometano 25 mL 25 mL

Solugdo de alendronato
(em citrato 0,1 M)
levada ao tubo de

centrifuga

Adigao de solugdo Agitagdo por 30
de borato 0,1 M — segundos + 30 minutos
+solugdo de FMOC de repouso

0,5 % em acetonitrila ﬂ

Coleta e filtragdo da
camada superior
aquosa para analise
no cromatdgrafo

Centrifugagdo a 1000 Extragdo do excesso de
rpm por 5 minutos K= FMOC com adic&o de
= N— .
(separagdo das fases diclorometano ao tubo
organica e aquosa) + agitagdo vigorosa

Figura 3 —Procedimento adotado para derivatiza¢ao do alendronato
e extracdo do excesso de reagente (FMOC) adicionado.

Com o objetivo de se avaliar a linearidade ¢ a
precisdo do método, triplicatas da solugdo-estoque e
respectivas diluigdes (entre 50 e 150 pg/mL) de ALD-SR
foram preparadas e analisadas em dois dias consecutivos (n
= 6, para cada nivel da curva de calibragdo).

Condigoes do sistema cromatogrdfico

A analise foi executada em cromatografo a liquido
Shimadzu composto de 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 versdo 6. Foi empregada
coluna C18 da Waters, modelo pBondapak (3,9 x 300
mm), contendo particulas de 10 um. Como fase movel foi
utilizada uma mistura de tampao citrato 0,05 M / fosfato
0,05 M (pH 8,0), acetonitrila ¢ metanol na proporgdo de
75 :20: 5 (V/V), aum fluxo de 1,2 mL/min. O volume
de injegdo foi de 20 puL e o comprimento de onda para a
deteccdo de 266 nm.

RESULTADOS

Caracterizacio dos insumos farmacéuticos

Na espectrometria no infravermelho, todas as
amostras apresentaram espectros semelhantes ao da
substancia quimica de referéncia (ALD-SR), cujo perfil
de absorcao pode ser visualizado na Figura 4, ndo tendo
sido evidenciadas distorgdes aprecidveis no tracado dos
espectros das matérias-primas.

A andlise calorimétrica por DSC nao revelou o
exato ponto de fusdo dos materiais (o qual se mostra em
torno de 250°C), ja que o evento exotérmico gerado pela
decomposi¢do das amostras (Figura 5-A) ndo permitiu a
definicdo clara da endoterma resultante da fusdo.
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Alendronato: titulagdo x cromatografia
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Figura 4 — Espectro de infravermelho das amostras: a) ALD-SR; b) ADL-MP1; ¢) ALD-MP2; d) ALD-MP3.
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A analise calorimétrica por DSC ndo revelou o exato ponto de fusdo dos materiais (o qual se mostra em torno de
250°C), ja que o evento exotérmico gerado pela decomposicao das amostras (Figura 5-A) ndo permitiu a definigdo clara da

endoterma resultante da fusdo.
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Figura 5 — A) Curva de DSC das matérias-primas ALD-SR (a), ALD-MP1 (b), ALD-MP2 (c¢) ¢ ALD-MP3 (d). B) Curva de TGA da
matéria-prima ALD-SR (a), 1* derivada correspondente (b) e DSC da amostra (c).

Os resultados encontrados nos ensaios de perda por
dessecagdo, TGA, CCD ¢ determinacdo de fosfito podem
ser visualizados na Tabela 2. Os resultados obtidos na perda
por dessecagdo foram concordantes com os encontrados
através da analise termogravimétrica. Apenas a amostra de
ALD-SR apresentou porcentual dentro do especificado por
compéndio oficial, ou seja, entre 16,1 e 17,1% (Farmacopéia
Portuguesa, 2002). As demais amostras forneceram valores
inferiores ao limite minimo.

Tabela 2 — Resultados dos testes para caracterizacdo das amostras
de alendronato de sodio.

Teste / Ensaio

'l‘)"::a”a - Perda por TGA cco % de fosfito
dessecagéo (%) (%) (% GABA) monossodico

ALD-SR 16,55 16,57 Néo visualizado 0

ALD-MP1 15,47 15,58 0,1a0,2 0,52

ALD-MP2 15,68 15,86 Nao visualizado 0,22

ALD-MP3 15,91 15,81 Né&o visualizado 0,05
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O porcentual de fosfito monossddico foi determinado
de acordo com o seguinte calculo: (massa do precipitado /
massa da amostra) x (massa molar do fosfito monossodico
/ massa molar Hg Cl,) x 100. Foi observado que, com
excecao da amostra de ALD-SR, todas as matérias-primas
apresentaram reacao positiva para fosfitos (Tabela 2).

Apenas a matéria-prima ALD-MP1 apresentou
mancha rosea caracteristica de GABA (Rf = 0,5), embora
em concentragdo abaixo do limite especificado de 0,5%
(Farmacopéia Portuguesa, 2002), como observado na
Figura 6.

Determinacio do teor das matérias-primas

A Figura 7 mostra a curva de titulagdo obtida para
analise do alendronato de sodio, a qual apresentou apenas
uma inflexdo.
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Figura 6 — CCD das amostras de alendronato de sédio triidratado. Onde a = ALD-SR; b = ALD-MP2; ¢ = ALD-MPI; letras d até h =

GABA0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1% (respectivamente); i = ALD-MP3
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Figura 7 — Curvas de titulagdo das matérias-primas ALD-SR e ALD-MP1. (a)-Medidas de pH em fun¢do do volume de NaOH 0,1 M

adicionado; (b)-Primeira derivada das curvas do grafico “a”.

Como pode ser observado na Tabela 3, a analise
titulométrica revelou adequada repetibilidade, com valores
de desvio padrdo relativo (DPR) menores que 1% para
todas as matérias-primas. De outro lado, as amostras
ALD-MP2 e ALD-MP3 apresentaram resultados para teor
acima da faixa de 98 a 102%, especificada em monografia
oficial (Farmacopéia Portuguesa, 2002; United States
Pharmacopeia, 2005).

Tabela 3 — Resultados encontrados na analise das matérias-
primas por método cromatografico e por titulagdo acido-base com
determinagdo potenciométrica do ponto de equivaléncia.

Método de Referéncia *
(CLAE com FMOC)

Titulagdo potenciométrica *
Amostra

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.
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A analise cromatografica por CLAE com
derivatizagdo 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 especificagao.

Na avaliagdo do método cromatografico de
referéncia quanto a precisdo (Tabela 4), foram obtidos
valores de DPR menores que 2% para praticamente todas
as concentragcdes de ALD-SR analisadas, revelando a boa
repetibilidade (DPR intra-dia) e precisdo intermediaria
(DPR inter-dias) desta metodologia. A precisdo de injecao
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 correlagdo obtido
mostrou-se dentro do valor recomendado pela legislagao
vigente, ou seja, acima de 0,99 (ANVISA, 2003).

Na Figura 8 pode ser observado o cromatograma
obtido na andlise do alendronato de sddio, empregando a
metodologia oficial (United States Pharmacopeia, 2005)
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com pequena adaptagdo nas condi¢des cromatograficas
(utilizagdo de fase estacionaria C18, em lugar de fase
estacionaria polimérica a base de estireno divinilbenzeno).

Tabela 4 — Avalia¢do da precisdo e da linearidade do método de
referéncia (CLAE com FMOC).

CONCENTRAGAO (ug/mL)

PARAMETRO
50 75 100 125 150
o Intra-dias Dia 1 1,86 2,12 0,59 037 0,20
Precisio . Dia 2 1,34 1,47 085 078 1,22
(OFR) % Inter-dias 1,50 2,14 0,81 1,86 1,14
Intercepto (a) -55211,97 + 19029,82 *
Inclinagéo (b) Média + EP 22171,35 + 179,04 **

Coeficiente de correlagao (r) 0,9991 + 0,0001 **

Onde: y = a + bx; EP = Erro Padréo; (*) P=0,007; (**) P << 0,01.

DISCUSSAO

A caracterizagdo das  amostras  revelou
comportamento distinto das matérias-primas ALD-MP1,
ALD-MP2 e ALD-MP3 em relagdo a substincia de
referéncia (ALD-SR), no que se refere aos ensaios para
determinac@o de fosfito monossodico, perda por dessecacao
e analise termogravimétrica.

Na analise da amostra de ALD-SR pode ser
observada a ocorréncia de trés eventos endotérmicos
proximos a temperatura de 120°C, diferindo do perfil
encontrado para as matérias-primas ALD-MP1, ALD-MP2
e ALD-MP3 (Figura 5-A). Tal ocorréncia foi resultante
apenas da liberag@o da agua de hidratagcdo da molécula, ndo
se devendo a presenca de impurezas, como sugerido pela
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Figura 8 — Influéncia do pH da fase movel no perfil cromatografico obtido para a amostra ALD-SR, usando o método de referéncia (CLAE-

FR com derivatizagao por FMOC). (a) pH = 8,4; (b) pH = 7,99.

obtencdo de um perfil para a primeira derivada da analise
termogravimétrica semelhante ao perfil encontrado na DSC
(Figura 5-B). A razdo da diferen¢a nas curvas de DSC para
as amostras ndo foi esclarecida. Tentativa de se determinar
a faixa de fusdo das matérias-primas pelo método do capilar
ndo foi bem sucedida, devido a uma expansao do p6 dentro
do capilar em torno de 160°C.

Analisando a estrutura do alendronato de soédio
(Figura 2), pode-se observar a presenca de 3 hidrogénios
acidos ligados aos grupos fosforicos, dos quais apenas um
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¢ neutralizado pelo hidréxido de sodio (0,1 M), devido ao
reduzido valor da constante de ionizagdo acida dos dois
ultimos hidrogénios da molécula, com pKas acima de 10
(Budavari, 2001).

Sendo assim, como também relatado no trabalho
de Moreno et al. (2004), a titulagdo do alendronato pelo
hidroxido de sodio apresenta curva com apenas uma
inflexdo (Figura 7), cujo salto de pH mostra-se adequado
para determinacao do ponto de equivaléncia, mesmo visual.
A fenolftaleina pode ser utilizada como indicador, como
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mostra o estudo de Bueno & Bergold (2000), pois apresenta
zona de transi¢do (pH 8 — 10) inserida no intervalo definido
pela inflexdo da curva.

A metodologia cromatografica utilizada apresentou
boa linearidade e precisdo, mas mostrou execug¢ao demorada
e complexa em suas diversas etapas. E importante destacar
que pequenas variagdes no pH da fase moével podem
provocar alteragdes consideraveis no perfil cromatografico
obtido para o alendronato, ao se utilizar fase estacionaria
C18. Analisando o cromatograma da Figura 8, podemos
perceber que a utilizacdo de um pH igual a 8,4 foi capaz
de alterar de forma marcante a elui¢do do alendronato,
produzindo um “desdobramento” do pico. Ja a utilizacao
de um potencial hidrogenionico mais proximo 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).

Na comparag@o entre as metodologias titulométrica
e cromatografica, pode ser observado que os valores de
teor encontrados utilizando-se o método de referéncia
(CLAE com derivatizagao por FMOC) foram nitidamente
distantes dos encontrados pelo método volumétrico (Tabela
3), resultando, obviamente, em médias com diferengas
estatisticamente significativas para todas as matérias-
primas apds analise dos dados por ANOVA. Tal observagao
sugere falta de especificidade do método titulométrico na
analise das matérias-primas, a qual pode estar relacionada a
presenca de interferentes com propriedades acidas.

O GABA ¢ precursor de sintese do alendronato e
constitui uma de suas principais impurezas (Kieczykowski
et al., 1995). Mas, embora apresente caracteristica acida,
esta substancia ndo interfere na determinagdo quantitativa
das amostras de alendronato, jA que possui reduzida
constante de ionizacao acida (Budavari, 2001), ndo sendo
titulada pelo hidroxido de sodio nas condigdes estabelecidas
no método. Tal consideracdo ¢ reforgcada pelo resultado de
pureza encontrado para a matéria-prima ALD-MP1, a qual
foi a uUnica a apresentar significativa contaminagdo por
GABA e, apesar deste fato, apresentou menor valor de teor
em relagdo as outras matérias-primas.

O acido fosforoso, outro precursor da sintese do
acido alendrdnico, possui 2 hidrogénios acidos, cujos
valores de pKa sdo: pKa, = 1,29 e pKa, = 6,74 (Budavari,
2001). Na etapa de neutralizacdo do acido alendronico para
obtencdo do alendronato, a presenca de acido fosforoso
como impureza do primeiro pode resultar em formacao
de fosfito monossodico, o qual apresenta um hidrogénio
passivel de ser titulado pela solu¢do de NaOH 0,1 M.
Observando os resultados encontrados no ensaio para
fosfito monossodico (Tabela 2), apesar da reagdo positiva
para a impureza nas matérias-primas ALD-MP1, ALD-
MP2 e ALD-MP3, os niveis encontrados ndo justificam os
teores obtidos na titulacdo das amostras. Fosfatos acidos
sdo outras impurezas relacionadas que também podem estar
presentes em amostras de alendronato, sendo passiveis de
neutralizagdo por hidroxido de sodio.

Embora a titulometria de neutralizacdo seja uma
alternativa menos dispendiosa e trabalhosa que o método
por CLAE-FR com derivatizagdo por FMOC e deteccao
ultravioleta, freqiientemente ndo apresenta especificidade
adequada para analise de controle da qualidade de matérias-
primas de alendronato de sodio.
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Para ser utilizado no doseamento de matéria-
prima e produto acabado, o método titulométrico deve
ser adequadamente validado. Devem ser avaliadas a
linearidade, precisdo, robustez e, principalmente, exatidao
e seletividade, verificando a auséncia de possiveis
interferentes na analise.

Destacamos ainda a importancia de se avaliar
a exatiddo dos resultados de teor obtidos pelo método
titulométrico na andlise da matéria-prima, através da
comparag¢do com o método cromatografico de referéncia.
Sendo verificada a concordancia entre os resultados
encontrados para as duas metodologias, a técnica
titulométrica poderia ser utilizada com seguranga na analise
das formas farmacéuticas produzidas a partir da matéria-
prima em questao.
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ABSTRACT

Observations on the quantitative determination of
alendronate sodium:
titrimetry vs. chromatography

Alendronate sodium is an aminobisphosphonate
compound that can bind to the bone matrix and
inhibit its osteoclast-mediated resorption. The lack of
official monographs on the quantitative analysis of this
drug has led to the proposal of a number of different
methods for its determination, most of which employ
high performance liquid chromatography (HPLC),
performed after derivatization of the drug to enable
ultraviolet detection. Simpler methodologies based
on titrimetry and spectrophotometry have also been
described. In this paper, the results obtained by acid-
base titration of three batches of bulk alendronate, with
0.1 M sodium hydroxide as titrant, were compared with
those achieved by a chromatographic reference method
(HPLC of an FMOC derivative of the drug) published in
the United States Pharmacopeia. The two methods gave
statistically different results for the analysis of the three
samples. Also, physical and chemical characterization of
these samples showed differences between them and the
reference substance (brand-name drug). The acid-base
titrimetry was precise but not specific for determination
of the bulk drug. However, it may be employed in the
quality control of alendronate sodium dosage forms,
since the excipients do not interfere with the analysis.
Keywords: Alendronate. Acid-base titrimetry.
Chromatography. Derivatization.
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