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RESUMO

A maioria dos medicamentos é formulada com excipientes e ingredientes farmacéuticos ativos
(IFAs) na forma de solidos por uma série de razbes tais como facilidade de dispensacéo,
estabilidade do medicamento, maior tempo de concentracdo plasmética da droga apos
dosagem, etc. Porém as formulacBes que se utilizam de IFAs solidos possui um fato
importante a ser relatado e, com destaque ultimamente, que é o fendbmeno do polimorfismo,
definido como a capacidade de um mesmo composto se arranjar de duas ou mais formas
distintas no estado sélido, o que pode causar diferencas nas suas propriedades fisicas e,
consequentemente, acarretar sérios problemas para quem se utiliza destes medicamentos
devido a variacdes inadvertidas da concentracdo sérica do IFA. O alendronato de sédio é um
farmaco muito utilizado para o tratamento da osteoporose, doenca relacionada com o desgaste
do tecido 6sseo e que acometem, em sua maioria, mulheres pés-menopausa. A literatura tem
reportado diferentes polimorfos, ou formas solidas, desse farmaco. Nesse trabalho foram
estudadas duas dessas formas cristalinas, a anidra e a triidratada. Os estudos realizados
demonstraram que as técnicas de DRXP (difracdo de raios X por pd), IV (infravermelho),
DSC (calorimetria exploratoria diferencial) e TG/DTA (anéalise termogravimétrica diferencial)
foram capazes de, individualmente, diferenciar as duas formas. Assim, escolheu-se a DRXP
para o estudo de duas amostras de matéria-prima e trés medicamentos comerciais o referéncia
(R), genérico (G) e o Similar (S) do alendronato de sddio. Os resultados obtidos comprovaram
qgue a forma presente nas cinco amostras era a triidratada, a qual é a forma cristalina
preconizada pela USP 34. Os resultados comprovaram ainda ndo haver indicios da presenca
da forma anidra. Com a avaliacdo de interconversdo de fases entre as formas notou-se que a
conversdo da forma triidratada em anidra ocorre de forma mais rapida do que o mencionado
na literatura e também a conversdo da forma anidra em triidratada ocorre de maneira
instantdnea quando em presenca de agua. Os resultados mostraram ainda que a interconversao
de fase se dd com modificacdo da estrutura cristalina. Assim, nesse trabalho foi proposto, pela
primeira vez, um mecanismo de transicdo de fase cristalografica envolvendo o processo de
hidratacdo/desidratacdo do alendronato de sddio. Outro resultado relevante dessa dissertacdo
foi a proposta de um método de quantificacdo alternativo do alendronato de sédio por meio de
fotometria de chama. O método desenvolvido e validado, foi posteriormente aplicado no
estudo da solubilidade em equilibrio e da dissolucdo intrinseca discriminatéria das duas
formas do alendronato de sodio. Entre os meios testados, observou-se diferenca significativa
da solubilidade em equilibrio entre as duas formas apenas em tampdo acetato pH 6,0 (isento
de ions sodio). Nesse meio foi realizada a dissolugdo intrinseca que mostrou ser
discriminatorio entre as formas.

Palavras-chave: Alendronato de sodio. Interconversdo de Fases. Polimorfismo. Fotometria de
chama. Dissolucao intrinseca.



ABSTRACT

Most drugs are formulated with excipients and active pharmaceutical ingredients (APIs) in
solid for a number of reasons such as ease of dispensation of the medicine stability, longer
duration of plasma drug concentration after dosing, etc. But the formulations that use solid
IFAs have an important fact to be reported and, especially lately that is the phenomenon of
polymorphism, defined as the ability of a compound to get the same two or more distinct solid
state forms, which may cause differences in its physical properties and hence cause problems
for those using these drugs due to inadvertent variations in serum concentration of the API.
Alendronate sodium is a drug widely used for the treatment of osteoporosis related illness
wear bone tissue and that affects mostly postmenopausal women. The literature has reported
different polymorphs, or solid forms of this drug. In this work were study two of these
crystalline forms, anhydrous and the trihydrate. The studies demonstrated that the XRPD
technique (X-ray diffraction powder), IR (infrared), DSC (differential scanning calorimetry)
and TG/DTA (differential thermogravimetric analysis) were able to individually distinguish
between the two forms. Thus we chose to study XRPD for two samples of raw material and
three commercial reference drug (R), generic (G) and similar (S) of sodium alendronate. The
results showed that the form present in the five samples was trihydrate, which the crystalline
form is recommended by USP 34. The results also have shown no evidence of the presence of
anhydrous form. With the assessment phases interconversion between the forms was noted
that the conversion of trihydrate in anhydrous form occurs faster than mentioned in the
literature and also the conversion of the anhydrous form of trihydrate occurs instantaneously
when the presence of water . The results also showed that the phase interconversion occurs
with modification of the crystalline structure. Thus, this work was proposed for the first time,
a crystallographic phase transition mechanism involving the process of hydration /
dehydration of sodium alendronate. Another important result of this dissertation was the
proposal of an alternative method of quantification of alendronate sodium by flame
photometry. The developed and validated method was subsequently applied to the solubility
of study in balance and discriminatory intrinsic dissolution of the two of alendronate sodium
forms. Among the tested media, there was a significant difference in the solubility equilibrium
between the two forms only in acetate buffer pH 6.0 (sodium free ions). The intrinsic
dissolution showed discriminate between that forms this medium was performed.

Keywords: Alendronate Sodium. Interconversion phases. Polymorphism. Flame photometry.
Intrinsic issolution.
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12

1 INTRODUCAO

As formas solidas de farmacos podem apresentar o fendmeno do polimorfismo, que
podem alterar principalmente suas propriedades fisicas e quimicas, o que sera abordado neste
trabalho.

1.1 O DILEMA DAS FORMAS SOLIDAS DE FARMACOS

Os medicamentos sdo formulados, em sua maioria, com excipientes e ingredientes
farmacéuticos ativos (IFAs) na forma de solidos. A facilidade e o custo de se trabalhar com as
formulacGes sélidas em relacdo as liquidas demonstra a preferéncia da industria farmacéutica
pelas formulacGes sélidas no desenvolvimento de medicamentos, sendo estas as de melhor
comercializacdo. Os medicamentos em formas farmacéuticas sélidas sdo mais bem aceitos
pelos pacientes adultos que as liquidas, e também com o avango da tecnologia farmacéutica
estas formulacdes tém conseguido abranger uma faixa etaria maior. As formas farmacéuticas
liquidas tém um desenvolvimento mais complexo e dispendioso, pois se deve garantir
estabilidade fisica, quimica e microbioldgica através de agentes tamponantes, conservantes e
antioxidantes, sem contar que alguns farmacos possuem um sabor desagradavel que deve ser
mascarado com outros agentes (NUNN; WILLIAMS, 2005).

Porém, as formulacdes que utilizam de IFAs solidos tém despertado preocupacao
quanto ao fendmeno do polimorfismo, definido como a capacidade de uma mesma molécula
se arranjar de distintas maneiras no estado solido cristalino ou amorfo. Ou seja, 0
polimorfismo ocorre quando um IFA pode apresentar-se de duas ou mais formas cristalinas,
mantendo a composi¢do quimica, mas com arranjos diferentes no estado cristalino (BILTON
et al., 1999; BRITTAIN; GRANT, 2001; DESIRAJU, 2008; LEE; ERDEMIR; MYERSON,
2011; PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009; VIPPAGUNTA; KARPINSKI, 2006).

A introdugdo do termo polimorfismo em ciéncias dos materiais ocorreu em 1788,
guando Klaproth identificou duas formas cristalinas diferentes de carbonato de célcio: calcita
e aragonita. Em ciéncias dos materiais, 0 termo polimorfismo se relaciona com a capacidade

da substancia apresentar-se em duas ou mais fases cristalinas diferentes, com diferentes
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arranjos e/ou mudanca no ordenamento molecular, definido como o polimorfismo de
empacotamento, e também alteracGes na conformacdo da molécula na rede cristalina o qual é
denominado polimorfismo conformacional de acordo com Martins (2010), este que quase
sempre € acompanhado pelo polimorfismo de empacotamento (SARMA, 2011). Quando se
trata do polimorfismo em ciéncias farmacéuticas, este termo refere-se as diferentes formas
solidas de farmacos e excipientes, incluindo formas amorfas, solvatos, hidratos, sais e co-
cristais (AALTONEN et al., 2009).

Quando ocorre a inclusdo de uma ou mais moléculas de um solvente na estrutura
cristalina da substancia usa-se o termo solvatomorfismo (pseudopolimorfismo). Quando o
solvente € organico denomina-se por solvatos e quando é a agua a forma cristalina é
denominada por hidrato (EUROPEAN PHARMAPOEIA, 2008; FDA, 2007a; HILFIKER,
BLATTER, RAUMER, 2006).

A falta de periodicidade a longo alcance de uma estrutura no estado sélido designa uma
substancia amorfa, a qual € sempre a mais solivel, porém menos estdvel do que a
correspondente cristalina. Além disso, a forma anidra pode se converter na forma mais estavel
com o passar do tempo, 0 que é extremamente indesejavel no caso de um IFA (CHIENG et
al., 2009; HANCOCK; PARKINS, 2000; YU, et al., 2003;). A Figura 1 mostra uma
representacdo esquematica, dando a relacdo estrutural de polimorfos, solvatos, fase amorfa,
sal e co-cristal de uma molécula no estado solido.

A ocorréncia do polimorfismo e os efeitos por ele gerados nos solidos sdo explicados
pelas ligacBes intermoleculares existentes. Moléculas sdo formadas por atomos conectados
por ligacOes covalentes, ja os cristais desses farmacos sdo formados por moléculas conectadas
por meio de interacOes intermoleculares (ALLES@ et al., 2008). Essas interacdes de natureza
ndo covalente, tais como ligagfes de hidrogénio, Van der Waals, ligagdes m-n e interagdes
eletrostaticas, determinam o arranjo das moléculas em um cristal (DESIRAJU, 1995, 2001;
(ETTER; MACDONALD; BERNSTEIN, 1990; MOULTON; ZAWOROTKO, 2002,
PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009;). E essas determinam a existéncia de diferentes
polimorfos e também sdo responsaveis pelas distintas propriedades fisicas e quimicas do
composto ou polimorfo, dentre as quais podemos citar: compressibilidade, dureza, fluxo de
po, condutividade, densidade, higroscopicidade, indice de refracdo, cor, morfologia das
particulas, entalpia, entropia, capacidade calorifica, temperaturas de fusao e ebuligcdo, presséo
de vapor, estabilidade, solubilidade e taxa de dissolucéo, etc. (LEE; ERDEMIR; MYERSON,
2011).
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Figura 1 - Representacdo esquemética da relacéo estrutural de polimorfos, solvatos, fase amorfa, sal e co-cristal
de uma molécula no estado sélido
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Fonte: adaptada do trabalho de revisdo “Los cocristales farmacéuticos: conceptos generales", BALDERAS, et

al., 2014.
Dentro da indastria farmoquimica e farmacéutica diferentes polimorfos podem

inadvertidamente surgir, pois a sintese do IFA e a producéo do medicamento envolvem varios
processos, e durante estes processos ocorre o surgimento de novos polimorfos, pois grandes
variagOes reacionais, fisicas e quimicas acontecem e isto pode facilitar a transicdo de fase
cristalina do IFA. Quando se trata do produto acabado (medicamento), pode também ocorrer
transicdo de fase durante a estocagem devido a interacdo do farmaco com os excipientes
(IBRAHIM; PISANO; BRUNO, 1977; TAKENAKA; KAWASHIMA,; LIN, 1980; YORK,
1983;). A producdo de um medicamento envolve varios fatores e varias etapas durante todo o
processo e isso pode levar a formacdo de diferentes polimorfos, como ilustrado na Figura 2.
Um dos principais casos de polimorfismo em solidos farmacéuticos que impactou a
Industria Farmacéutica ocorreu em 1998, para o Norvir® (ritonavir), medicamento utilizado
para o tratamento da AIDS. Durante o processo de manufatura do medicamento surgiu um
novo polimorfo do ritonavir, o que acarretou em grandes problemas financeiros para Abbott,
empresa responsavel pela sua producédo e, também problemas de eficacia do medicamento. A
partir desse marco histérico, os 6rgaos fiscalizadores passaram a ter uma maior atencdo para o

tema do polimorfismo em sdlidos farmacéutico, tendo em vista seu potencial impacto na
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solubilidade e consequentemente na dissolucdo e biodisponibilidade do IFA em
medicamentos (CHEMBURKAR, et al, 2000; BAUER, et al, 2001). Atencdo maior tem sido
dada aos IFA de baixa solubilidade, para os quais a taxa de dissolucdo é o fator limitante para
a absorcdo (LLINAS; GOODMAN, 2008). Consequentemente, isto pode dificultar a obtencéo
de bioequivaléncia entre formulagGes contendo diferentes polimorfos e prejudicar
principalmente o paciente. Além disso, o polimorfismo pode influenciar na estabilidade fisica
e quimica dos medicamentos, devido as diferencas termodindmicas dos polimorfos (SAIFEE
et al, 2009).

Figura 2 - Tipos de polimorfos que podem surgir devido as diversas etapas do processo de fabricacdo de um
medicamento
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Fonte: adaptada da Figura 2 da referéncia YU, REUTZEL, STEPHENSON, 1998.

E importante destacar a alta prevaléncia de tal fendmeno entre moléculas organicas,
incluindo IFAs (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011), o que é sabido ha muitos anos. Para se
ter ideia, data-se dos meados dos anos de 1960 a famosa frase de Walter C. McCrone de que
“todo composto tem diferentes polimorfos e, geralmente, o numero de formas conhecidas de
um dado composto é proporcional ao tempo e dinheiro gastos na pesquisa desse composto”
(MCCRONE, 1965). Apesar disso, apenas no final dos anos e 1990, com o caso NORVIR, é

que o interesse pela tematica disseminou-se na area académica e, principalmente, industrial.
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O conhecimento do polimorfo a ser incluido em um medicamento é de extrema
importancia dentro da industria farmacéutica, pois o desenvolvimento de um novo
medicamento necessita obedecer regras de orgdos fiscalizadores como, por exemplo, o guia
Q6A do International Comisssion on Harmonization (ICH). No desenvolvimento de um
farmaco, o polimorfo preferido € o mais estdvel, embora nem sempre seja a forma
farmacoldgica ideal (BYRN; GRANT, 2004; SHINGAL; CURATOLO, 2004; VON
RAUMER; DANNAPPEL; HILFIKER, 2006;).

Em busca de um controle maior em relacdo aos diferentes polimorfos que surgem e
ainda podem surgir, a Food and Drug Administration (FDA) sugere uma sequéncia de
procedimentos para monitorar e controlar o problema do polimorfismo para quem pretende
fabricar e colocar no mercado um medicamento (FDA, 2007b).

As diferencas entre as variadas formas cristalinas dos sélidos podem ser detectadas por
meio de uma série de técnicas complementares. Dentre elas pode-se listar: a difratometria de
raios X por monocristal e por p6 (DRXM e DRXP); espectroscopia Raman; espectroscopia no
infravermelho (IV); analise térmica diferencial (DTA); analise termogravimétrica (TG);
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e a dissolugdo. Dentre as técnicas de difracdo, a
DRXM ¢ a principal técnica de elucidacdo de estruturas de polimorfos inéditos, enquanto a
DRXP é mais utilizada para a diferenciagdo de polimorfos em amostras policristalinas
(MARTINS, 2010; NEVES, 2008).

Além do uso de técnicas instrumentais de analise do estado sélido, polimorfos também
podem ser identificados por meio de testes comparativos de solubilidade e dissolu¢do uma vez
que estas propriedades fisicas e quimicas podem variar significativamente com as forcas
quimicas que mantém unidas as moléculas no estado sélido. Ou seja, diferentes polimorfos
podem ter diferentes solubilidades de equilibrio (termodinamico) e velocidade de dissolucdo
(cinético) e, quando é o caso, quase sempre implicam em diferentes biodisponibilidades
(MARTINS, 2010; YU et al., 2003). Assim, a dissolucéo intrinseca tem sido utilizada para
caracterizar farmacos no estado sélido, além de permitir a prevencdo de problemas com a
biodisponibilidade (AMIDON, et al, 1995; AMIDON, 1982; ROSA, 2005). Dentre suas
principais utilizacdes, tem-se determinado pardmetros termodindmicos associados com a
transicdo de fases cristalinas, investigado o fenémeno de transferéncia de massa durante o
processo de dissolucdo, estudado o efeito de tensoativos e da alteragdo do pH para
solubilizacdo de farmacos pouco solluveis em &agua e tentado entender a relacdo entre

velocidade de dissolucéo e a forma cristalina de uma substancia (YU, et al, 2004).
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No entanto, para a grande maioria dos fA&rmacos, a identificacéo de fase polimdrfica ndo
é um teste obrigatdrio, fazendo-se necessarias mais pesquisas na &rea e um maior
comprometimento das autoridades regulatdrias e de controle de qualidade no monitoramento
do polimorfismo na qualidade dos medicamentos. Apesar de todo o conhecimento cientifico
acumulado a respeito dos efeitos de transicdo de fase em farmacos no estado solido, ensaios
de caracterizacdo da forma cristalina ndo fazem parte da maioria das monografias descritas
em compéndios oficiais (SANTQOS, et al, 2014).

Esse é um fato preocupante, pois apesar dos grandes investimentos feitos pela industria
farmacéutica, ainda ndo é possivel prever todos os polimorfos estaveis de um IFA (LLINAS;
GOODMAN, 2008). Esta dificuldade deve-se a conversdo de polimorfos menos estaveis
termodinamicamente em polimorfos mais estaveis e menos solGveis (LLINAS; GOODMAN,
2008).

Uma regra universalmente aceita é que formas metaestaveis possuem maior solubilidade
do que formas estaveis (PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009), e que solvatos sdo sempre
menos soltveis do que o solido original (HUANG; TONG, 2004). Diante do exposto, uma
das motivacOes para esse trabalho consistiu em estudar um farmaco que apresentasse relatos
na literatura da ocorréncia de forma anidra e de forma hidratada. Nesse sentido, escolheu-se
trabalhar com o alendronato de sédio.

1.2 ALENDRONATO DE SODIO

O o0sso é uma matriz complexa envolvida na sustentacdo do organismo e, como todos 0s
outros tecidos do corpo, ele possui células de renovacdo: os osteoblastos e osteoclastos.
Quando h& um desequilibrio no processo de renovagdo 0ssea isso faz com que ocorram
desordens no tecido o0 que caracteriza algumas doencas 6sseas como a osteoporose e sindrome
de Paget. (GOODMAN; GILMAN, 2006; GUYTON, 1988).

A osteoporose é uma doenca que estd diretamente ligada a desordens no processo de
renovacgdo 0ssea (perda de massa dssea), que gera uma fragilidade 0ssea podendo ocasionar
fraturas facilmente. E uma doenca que atinge principalmente mulheres pds-menopausa (30 e
50%) e entre 15 e 30% dos homens, caracterizando um problema de saude publica
(GOODMAN; GILMAN, 20086).
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Pode-se classificar a osteoporose de duas maneiras distintas, priméaria e secundaria,
sendo que a priméria estd diretamente relacionada aos distdrbios ésseos durante a
remodelagem 0ssea, que dentre outros motivos podem ser causados por deficiéncias
nutricionais e principalmente pela deficiéncia hormonal da mulher no periodo do crimatério.
J& a secundéria pode ser causada por doenga sistémica ou pelo uso de alguns medicamentos,
como por exemplo, glicocorticoides e fenitoina. A osteoporose priméria ou secundéria esta
associada a uma desordem na remodelagem 0ssea, portanto a terapia se da da mesma maneira
para ambas (GOODMAN; GILMAN, 2006).

A classe farmacoldgica amplamente utilizada para o tratamento das desordens na
remodelagem dssea sdo os bifosfonatos, classe que apresenta uma agdo farmacoldgica Unica,
a inibicdo da reabsorcdo Ossea, incluindo sua capacidade de captar seletivamente e
preferencialmente em locais no esqueleto onde hd aumento na remodelagem dssea e a
liberacdo lenta nos ossos, que os tornam diferentes e com maior eficacia sem apresentar
grandes efeitos adversos ao paciente (CREMERS; PAPAPOULQS, 2011; GOODMAN,;
GILMAN, 2006).

Os bifosfonatos sdo analogos estaveis de compostos de ocorréncia natural, o pirofosfato.
Ele possui em sua estrutura dois grupos de fosfonato que estdo fixos a um carbono central, o
qual substitui 0 oxigénio no pirofosfato. Como formam uma estrutura tridimensional capaz de
fixar cations divalentes, como o Ca?*, os bifofonatos possuem acentuada afinidade pelo 0sso,
especialmente pelas superficies 6Osseas em processo de remodelagem (GOODMAN;
GILMAN, 2006).

Dentro da classe dos bifosfonatos tém-se os de primeira, segunda e terceira geragao, 0
que os diferem s&o os diferentes ligantes nas cadeias laterais da estrutura principal e também a
diferenca de poténcia sendo 0os mais potentes os de terceira geracdo. O alendronato de sédio
estd dentro da segunda geracdo dos bifosfonatos, considerado de poténcia intermediéria, que
sdo de 10 a 100 vezes mais potentes que os de primeira geracao e 100 vezes menos potentes
que os de terceira (GOODMAN; GILMAN, 2006).

O alendronato de sodio é um farmaco de grande importancia clinica, sendo o principal
medicamento para o tratamento da osteoporose. Seu mecanismo de acdo esta diretamente
ligado a sua capacidade de inibir especificamente o processo de reabsorc¢éo dssea mediada por
osteoclastos e sua capacidade de se fixar facilmente a matriz déssea (CREMERS;
PAPAPOULOS, 2011; MARCUS, et al 1996).

A principal via de administracdo dos bifosfonatos é oral, o que ocorre para o

alendronato de sodio. Ele é um farmaco muito pouco absorvido pelo intestino e apresenta
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limitada biodisponibilidade, entre 0,4 e 0,7%, e deve ser administrado ap6s uma noite de
jejum, pois sofre grandes influéncias da alimentacdo ou da administracdo concomitante com
alguns alimentos. O uso deste medicamento tem sido evitado em criancas e adolescentes, pois
ndo se sabe a sua influéncia a longo prazo no desenvolvimento dsseo do paciente. Como é um
farmaco com grande afinidade pela matriz 6ssea (cerca de 50% da dose administrada fica fixa
a matriz 0ssea) ele apresenta uma meia vida de eliminacdo alta: em torno de 10 anos. A
excrecdo primariamente ocorre pelos rins, sendo eliminado na sua forma inalterada
(CREMERS, PAPAPOULOS, 2011; GOODMAN; GILMAN, 2006; VADE-MECUM, 2002).

O alendronato de sodio é um farmaco derivado do &cido alendrdnico cujo nome quimico
é 4-amino-1-hidroxibutano bifosfonato de sodio (CAS: 121268-17-5), possui uma estrutura
geral caracteristica dos bifosfonatos, com dois atomos de fdsforo ligados a um carbono central
e cadeias laterais que podem variar o constituinte de acordo com a geracdo do bifosfonato. O
alendronato de sddio possui um grupo nitrogénio e o atomo de sodio, sendo este 0 que o
diferencia do &cido alendronico (Figura 3) (GOODMAN; GILMAN, 2006; PARFITT,
MARTINDALE, 1999).

A sintese do alendronato de sddio ocorre a partir da neutralizacdo do &cido alendrénico
em forma de sal monossddico, frequentemente encontrado na forma triidratada. A qual é
reportada em compéndios oficiais. Ele possui faixa de fusdo de 257 a 262 °C
(KIECZYKOWAKI, et al., 1995; USP 34). E um farmaco de carater anfétero, pois apresenta
como caracteristicas acidas os dois grupos fosféricos e basicos o grupamento amina
especifico dos bifosfonatos de segunda geracdo. Devido a seu comportamento anfétero ele
apresenta quatro diferentes constantes de ionizacédo, sendo elas: pKal = 2,72 £ 0,05; pKa2 =
8,73 +0,05; pKa3 = 10,5+ 0,1; pKa4 = 11,6 + 0,1 (THE MERCK INDEX, 2007).

Como caracteristicas de solubilidade é um farmaco soltvel em agua e de maneira geral

praticamente insoltvel em compostos organicos (CIPLA, 1999).
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Figura 3 - Forma estrutural do alendronato de sédio.
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Fonte: adaptada P.R.Vade-mécum ABIMIP 2006/2007.
No Brasil ele é comercializado na forma de comprimidos de alendronato monossédico

com doses de 5, 10 e 70mg de acido alendrdnico por comprimido, nas formas farmacéuticas
de medicamentos Referéncia (lancado pela Merck Sharp & Dohme, com o nome de
Fosamax®), Similar e Genérico, e em associacdo com vitamina D, sendo que a forma
preconizada pelos compéndios oficiais € a forma triidratada de alendronato de sodio. As
farmécias magistrais ttm manipulado alendronato de sodio em cépsulas de gelatina dura
(ANVISA; Resolucdo RE n° 37, de 05/02/2004; VADE-MECUM, 2002; ANVISA; 2014).

A forma cristalina do alendronato monossodico triidratado, utilizada como IFA do
medicamento comercial, possui estrutura cristalina conhecida (VEGA, et al, 1996). E
conhecida também a forma monossddica anidra (ASNANI, et al., 2009), que pode ser obtida a
partir da desidratacdo da forma hidratada. Além dessas, sdo conhecidas também uma forma
zwitterionica monoidratada (LEROUX, et al.,, 1991), uma forma zwitterionica anidra
(OHANESSIAN, et al., 1997), um sal de alendronato de litio diidratado (DEACON, et al.,
2011) e trés complexos de metais de transicdo, alendronato-Cu (DEMORO, et al., 2012),
alendronato-Zn (DUFAU, et al., 1995) e Alendronato-Co (SIUD PUI MAN, et al., 2006).
Tém-se também algumas patentes reportadas, sendo estas relacionadas com a variagdo de

quantidade de &gua presente na composicdo da molécula (FINKELSTEIN, et al., 2001,
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KIECZYKOWAKI, et al., 1989;; SIENKIEWICZ, et al., 2004). A Figura 4 representa a
disposi¢do dos &tomos na molécula de alendronato de sédio das formas anidra e triidratada.

O alendronato de sodio, em sua estrutura, ndo apresenta grupo cromoforo, dificultando
assim seu doseamento por técnicas espectrofotométricas, mais especificamente na regido do
visivel dependendo de técnicas de derivatizacdo. Como alternativa e viabilidade de
doseamento de sodio, tem-se a espectroscopia emissdo/absorcdo atdbmica, que se refere a
medicdo do comprimento de onda ou da intensidade de luz que é emitida ou absorvida por

atomos livres (HAGE, 2012).

Figura 4 - Representagdo quimica das formas anidra (direita) e triidratada (esquerda) de alendronato de  sédio.
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Fonte: Adaptada do “Search Overview” do CSD mantido pelo Cambridge Crystallographic Data Center
(CCDC) salvo em 16/04/2013.

Dentre as técnicas de espectrometria atbmica, a fotometria de chama esta entre as mais
simples. Seu principio é baseado na radiacdo emitida por espécies atdbmicas ou ibnicas em
estado de excitacdo quando amostras contendo cations metalicos sdo inseridos em uma
chama. A chama ¢é a fonte de energia, capaz de dessolvatar, vaporizar, atomizar e excitar 0s
atomos presentes na amostra e, quando estes atomos retornam ao seu estado fundamental, eles
geram ondas eletromagneticas caracteristicas de cada elemento quimico e estd onda (energia e
amplitude) é medida através de um detector. Conhecida por sua simplicidade, esta técnica
envolve varios conceitos a respeito dos principios da espectroscopia, e principalmente ao
preparo de amostras e eliminacdo de interferentes, pois se trata de uma técnica
consideravelmente sensivel (HARRIS, 2005).

Como discutido anteriormente, a analise de IFAs sélidos é de fundamental importancia

para assegurar a qualidade dos produtos acabados, garantindo a seguranga dos medicamentos
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dispensados a populacdo, haja visto que existem poucos relatos nas literaturas oficiais sobre a
influéncia do fendmeno de polimorfismo na qualidade e seguranca dos medicamentos
comercializados. Nesse sentido, serdo utilizadas nesse trabalho as técnicas de DRXP, Anélises
Térmicas e Espectroscopia na regido do infravermelho para a caracterizacdo das formas
anidra e triidratada do alendronato de sddio. J& os estudos de solubilidade e dissolucéo
intrinseca, em que o composto é quantificado por via Umida, o alendronato serd dosado
indiretamente por meio de fotometria de chama no comprimento de onda de emisséo do sodio,

que tem relacdo molar de 1 : 1 com o alendronato na estrutura.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a ocorréncia de polimorfismo em matéria-prima de alendronato de sédio e o

impacto deste em formulacdes farmacéuticas comerciais.

a)

b)

f)

9)

Os objetivos especificos sao:

A partir da forma monossddica triidratada do alendronato de sodio, disponivel
comercialmente como IFA, buscar monocristais e policristais da forma anidra e de
novos polimorfos por meio de técnicas de Engenharia de Cristais;

Caracterizar estruturalmente as formas de alendronato de sodio (anidra e triidratada)
por espectroscopia no infravermelho (1V), calorimetria exploratdria diferencial (DSC),
andlise termogravimétrica diferencial (TG/DTA e) e difratometria de raios X por p6
(DRXP);

Avaliar as formas farmacéuticas comerciais (referéncia, genérico e similar) e matérias-
primas de diferentes fornecedores por meio de DRXP;

Avaliar a interconverséo de fases entre a forma anidra e triidratada de alendronato de
sodio;

Realizar os estudos de solubilidade em equilibrio das formas de alendronato de sodio
(anidra e triidratada) para avaliar o impacto em suas propriedades fisicas e quimicas;
Realizar os estudos de dissolucdo intrinseca discriminatdria das formas de alendronato
de sodio (anidra e triidratada) buscando verificar alteracbes em suas propriedades
fisicas e quimicas;

Desenvolver e validar um método alternativo de doseamento do alendronato de sédio

por fotometria de chama.
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3 MATERIAL E METODOS

A seqguir serdo descritas todas as metodologias, reagentes e equipamentos utilizados na

realizacéo deste trabalho.

3.1 OBTENCAO DAS FORMAS SOLIDAS DE ALENDRONATO DE SODIO

As formas sélidas do alendronato de so6dio foram obtidas através de técnicas de

recristalizacdo e estas foram divididas em amostras policristalinas e monocristalinas.

3.1.1 Amostras policristalinas

A forma triidratada de alendronato de sédio foi obtida adquirindo-se seu material
comercial. A forma anidra foi recristalizada a partir da forma triidratada (comercial e
reportada pela USP 34 NF 29), por aquecimento a temperatura de 150°C por uma hora, de
acordo com a literatura (ASNANI et al., 2009).

3.1.2 Amostras monocristalinas

Para 0s experimentos na tentativa de se obter monocristais da forma anidra e da forma
triidratada do alendronato de sddio, ou de novas formas cristalinas desse farmaco, foi feito um
estudo para identificar os métodos e técnicas a serem utilizados na sua recristalizacao.

Os principais métodos testados foram: recristalizagdo por saturacdo de vapor
empregando diferentes solventes (dgua, metanol, acetonitrila e tetrahidrofurano) e
recristalizacdo solvo-térmica (mistura de soluto e solvente em ambiente de temperatura e

pressdo modificadas).
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Inicialmente utilizou-se 0 método de recristalizacdo por saturacdo de vapor para obter
formas hidratadas e/ou, solvatadas do alendronato. O método consistiu na mistura de 10 mg
do pé do insumo puro (alendronato de sodio tri-hidratado) até a sua total solubilizacdo em
diferentes solventes. ApoOs a dissolucdo filtrou-se em papel de filtro quantitativo.
Posteriormente a solugdo foi deixada em repouso para evaporacdo lenta do solvente. Além das
variacbes de solventes, (quantidade e solvente), variaram-se também os locais de
recristalizacédo (dessecador, ambiente e estufa) conforme Tabela 1.

Na tentativa de se obter amostras monocristalinas da forma anidra de alendronato de
sodio, utilizou-se da técnica de recristalizacdo solvo-térmica, a qual se emprega um reator que
suporta altas temperaturas e pressdes. Esta técnica foi necessaria devido ao fato de a amostra
ndo poder ser exposta a presenca de agua e ao fato de ter baixa solubilidade em solventes
organicos.

Primeiramente foi feito utilizando cerca de 5 mg da forma anidra de alendronato de
sodio (obtido conforme descrito no item 3.1.1) o qual foi colocado no reator com 7 mL de
metanol (% H,O Karl-Fischer (KF): max. 0,05%), a uma temperatura de 80°C por 6h com
resfriamento de 1°C por minuto até a temperatura de 30°C. Em uma segunda tentativa foi
colocada a mesma quantidade de p6 e solvente no reator, alterando a temperatura e o tempo,
sendo para esta, a temperatura de 200°C por um tempo de 8h, com resfriamento de 1°C por
minuto até a temperatura de 30°C.
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Tabela 1 - Recristalizagbes com misturas de solventes, gua (H,O), acetonitrila (ACN), metanol (MeOH),
tetrahidrofurano (THF), com armazenamento em diferentes locais, estufa 40°C (E), ambiente
(temperatura ambiente) (A) e dessecador (temperatura ambiente) (D).

Nome Quantidade | H,O (mL) | Tempo no Solvente Local de Dias
(mg) ultrassom (mL) armazenamento
(min)
ALl 11,0 2 5 0 A 56
AL2 11,3 2 5 0 D 56
AL3 12,7 3 5 0 A 56
AlL4 151 3 5 0 D 57
ALS 13,9 4 5 ACN 2 A 56
ALG6 15,0 2 5 ACN 1 A 60
AL7 12,8 2 5 ACN 1 D 56
ALS 13,0 2 5 ACN 2 A 60
AL9 11,9 2 5 ACN 2 D 2
AL10 12,0 2 5 ACN 3 A 60
AL11 11,3 2 5 ACN 3 D 56
AL12 12,0 4 5 MeOH 3 A 56
AL13 12,7 2 5 MeOH 1 A 60
AL14 11,6 2 5 MeOH 1 D 56
AL15 14,9 2 5 MeOH 2 A 60
AL16 11,9 2 5 MeOH 2 D 2
AL17 10,9 2 5 MeOH 3 A 2
AL18 12,9 2 5 MeOH 3 D 56
AL19 13,4 2 5 0 E 9
AL20 11,0 2 5 ACN 1 E 9
AL21 12,1 2 5 ACN 2 E 9
AL22 10,6 2 5 ACN 3 E 9
AL23 11,5 2 5 MeOH 1 E 9
AL24 10,2 2 5 MeOH 2 E 9
AL25 10,0 2 5 MeOH 3 E 9
AL26 12,5 3 5 0 E 9
AL27 12,0 3 5 THF 3 A 60
AL28 13,4 3 5 THF 3 E 60
AL29 141 3 5 THF 3 D 57
AL30 12,0 3 5 THF 2 A 60
AL31 13,0 3 5 THF 2 E 60
AL32 11,8 3 5 THF 2 D 57
AL33 12,1 3 5 THF 1 A 60
AL34 10,4 3 5 THF 1 E 60
AL35 12,2 3 5 THF 1 D 60
AL36 11,6 3 5 THF 1,5 A 56
AL37 111 3 5 THF 1,5 E 60
AL38 14,2 3 5 THF 1,5 D 57

FONTE: DO AUTOR.
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3.2 ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS E MEDICAMENTOS DE ALENDRONATO DE
SODIO POR DIFRACAO DE RAIOS X POR PO (DRXP)

Para identificar a estrutura de materiais policristalinos a difratometria de raios X por pé
tem sido a mais utilizada dentre as técnicas de caracterizacdo. A identificacdo se d& por meio
de consulta ao banco de dados do CSD que é mantido pelo Cambridge Crystallographic Data
Center (CCDC), das diferentes fases cristalinas da amostra. Um levantamento bibliogréafico
foi realizado para verificar quais formas cristalinas de alendronato de sédio séo reportadas.
Diferentes maneiras de pesquisa foram utilizadas, tendo como principais: livros e busca de
artigos cientificos por meio do portal de peridédicos da CAPES, Web of Science (ISI Web of
Knowledge) e Science Direct e pela busca direta no CSD.

Os experimentos de DRXP foram realizados em difratdbmetro de raios X por p6 da
marca Rigaku modelo Ultima IV de geometria 0-20, com detector de cintilagdo, e radiacao
monocromatizada por grafite proveniente de um tubo selado de Cu (CuKo, A = 1,54187 A).
As varreduras foram realizadas entre intervalos de 3 até 35° 26, a temperatura ambiente, com
passo de 20 de 0,01°, corrente de 30 mA, tensdo de 40 kV, velocidade de varredura de 1° 20 -
min™,

Além dos materiais recristalizados nesse trabalho, foram também estudadas amostras
comerciais de insumos e medicamentos de alendronato de sédio. Foram estudadas matérias
primas de dois diferentes fornecedores, 0s quais serdo caracterizados como matéria prima A e
B. Tambeém foram feitas analises de trés diferentes medicamentos de alendronato de sodio
existentes no mercado, o referéncia (R), o genérico (G) e o similar (S), todos com dosagem de
70mg. Para a analise dos comprimidos um de cada origem foi pulverizado em gral de agata e

outro polido em lixa de maneira a obter uma secéo plana para ser colocado no difratbmetro.

3.3 ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

A espectroscopia na regido do infravermelho tornou-se parte integral das técnicas fisicas

de caracterizacdo de solidos farmacéuticos. A aplicacdo desta técnica permite a obtencdo de
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espectros, cujas bandas decorrem dos modos vibracionais das moléculas, oferecendo
informacdes sobre a estrutura e conformacao molecular do sélido (BRITTAIN, 2009).

As analises foram realizadas utilizando um espectrofotometro de infravermelho por
transformada de Fourier da marca Shimadzu, modelo Affinity-1, acoplado a um acessorio de
refletancia total atenuada da marca Pike Miracle. Os dados foram coletados a temperatura
ambiente, na regido do infravermelho entre 4000-600 cm™, sendo que as amostras nao
necessitam de preparo inicial.

As medidas foram feitas para as amostras de matérias primas (A e B) e também para a

forma de alendronato de sddio recristalizada (anidra).

3.4 ANALISES TERMICAS (DSC, TG/DTA)

As técnicas de analise térmica, como a Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
termogravimetria com analise térmica diferencial (TG/DTA), baseam-se nas transicdes de
fase (solido-solido e/ou solido-liquido) que ocorrem quando ha mudanca de temperatura, que
distinguem diferentes polimorfos e fornecem importantes informagdes, como a temperatura de
transicdo polimorfica, ponto de fusdo, a dessolvatacdo, a cristalizacéo, e a transicdo de vitrea.
Além de poder determinar a estabilidade relativa entre polimorfos avaliando as transi¢cdes de
fases ocorridas durante a variacdo de temperatura.

As informacfes das medidas térmicas ndo somente serdo Uteis para se distinguir os
polimorfos, mas podem fornecer dados que s&o importantes na busca de um novo polimorfo
de um determinado farmaco, o que é de especial interesse para as questdes de propriedade
intelectual.

As andlises de DSC e TG/DTA foram realizadas no laboratorio de caracterizacdo de
farmacos da UNIFAL-MG, onde foram empregadas cerca de 5 a 10 mg de cada uma das
formas analisadas (anidra e tri-hidrata). A analise de DSC foi realizada em cadinho hermético,
com temperatura de 50 a 400°C com taxa de aquecimento de 10°C min e fluxo de nitrogénio
de 50mL - min®. A andlise de TG/DTA foi realizada em cadinho de aluminio, com
temperatura de 50 a 500°C com taxa de aquecimento 10°C - min™ e fluxo de nitrogénio de
50mL - min™. Os equipamentos utilizados para a analise foram: TG/DTA (Termo-balanca
modelo TG/DTA7300, SII Nano Technology, Japdao) e DSC (Calorimetro DSC modelo
DSC7020, Sl Nano Technology, Japéo).
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3.5 ESTUDOS DE INTERCONVERSAO DAS FORMAS ANIDRA E HIDRATADA DE
ALENDRONATO DE SODIO

Para verificar o tempo necessario de conversdo da forma triidratada na forma anidra,
aliquotas da forma triidratada foram aquecidas a 150°C em estufa a diferentes tempos de
aquecimento (15, 30, 45 e 60 minutos). A conversdo da forma anidra em triidratada também
foi estudada, expondo a forma anidra a presenca de agua. Isto foi feito acrescentando-se uma
pequena quantidade de gua (50pL) em uma massa de p6 da forma anidra (200mg) suficiente
para umedecé-la sendo o material obtido imediatamente analisado por DRXP. No terceiro e
ultimo teste, as formas anidra e triidratada foram acondicionadas em camara climatica por 12h

com controle de temperatura (40°C) e umidade (75% UR).

3.6 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO ALTERNATIVO DE
DOSEAMENTO DO ALENDRONATO DE SODIO POR FOTOMETRIA DE CHAMA

A seguir serd descrito o desenvolvimento e a validagdo do método alternativo de
doseamento do alendronato de sédio por fotometria de chama.

3.6.1 Método de quantificacdo do alendronato de sédio por fotometria de chama

Para o desenvolvimento de uma metodologia analitica, diversos fatores devem ser
considerados, dentre os quais: detecgdo e separacdo de todos os compostos de interesse,
rapidez de andlise, reduzida necessidade de pré-tratamento da amostra e baixo custo
(WATZIG, 2008). Ademais, um método deve ser confiavel, ou seja, com resultados exatos e
garantidos, reprodutiveis e que possa ser aplicado em qualquer laboratorio, desde que este
esteja apto e possua a instrumentagdo adequada (VOGT; KORD, 2011).

Através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade tém sido cada vez mais
reconhecida e exigida a necessidade de mostrar a qualidade de medi¢des quimicas. Um

método analitico novo ou até mesmo um oficial que passou por alguma modificacdo necessita
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ser validado (RATH et al., 2008), para garantir que este método analitico gere informac6es
confidveis e interpretaveis sobre a amostra, pois decisfes desastrosas e prejuizos financeiros
irreparaveis podem ser consequéncias de dados analiticos ndo confiaveis. (RIBANI et al.,
2004).

A resolucdo numero 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), estabelece o Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos,
no qual informa que o objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método € apropriado
para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (ANVISA, 2014).

O objetivo da validacdo deste método indireto de fotometria de chama para
quantificacdo de alendronato de sodio foi a de conseguir um método rapido, simples e barato
comparado aos métodos descritos em compéndios oficiais que utilizam a cromatografia
liquida com coluna polar (L21 — coluna rigida, de copolimero esférico de estireno —
divinilbenzeno, de 1 a 10 pum de diametro) e um derivatizante (9 — fluorenil — metil
cloroformato) de alto custo. A derivatizacdo € necessaria, pois o farmaco ndo apresenta
grupamentos cromoforos em sua estrutura (USP 34, 2011; HAGE, 2012).

O fotdémetro de chama (Celm modelo FC-280) utilizado para o desenvolvimento da
metodologia de quantificagdo indireta do alendronato de sddio foi calibrado para efetuar uma
diluicdo automatica de duzentas vezes (200). Portanto, as amostras analisadas nesse trabalho
foram preparadas na faixa de trabalho do equipamento (mmol). Sendo assim, as repostas
obtidas foram divididas por 200, por ser o fator de diluigdo “default” aplicado pelo
equipamento.

As anélises quantitativas foram realizadas da seguinte maneira:

a) o fotdmetro de chama da foi zerado com o branco (agua ultrapura);

b) uma solugéo padrdo comercial adquirida (FC-280) com concentragdo de 140 mmol ‘L
! de Na* foi utilizada para calibragdo do equipamento;

¢) uma solucdo de alendronato de sddio triidratada foi preparada em agua ultrapura na
concentracdo de 32,5 ug - mL™ ou 0,100 mmol - L™* de sédio para verificacdo da
resposta do equipamento;

d) o equipamento foi zerado novamente com o branco (dgua deionizada ultrapura);

e) as emissbes provenientes das solucbes em andlise (estudos de solubilidade e
dissolugdo intrinseca discriminatoria) foram lidas;

f) Entre as medigdes das amostras o equipamento foi lavado com &gua ultrapura e, a

medida do padréo de calibracdo, repetida.
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3.6.2 Validagéo analitica

Os parametros avaliados na validacdo analitica foram: seletividade, linearidade,

precisdo, exatiddo, limite de deteccao e quantificacao.

3.6.2.1 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente (ou indiretamente, através de uma transformacdo matematica bem definida)
proporcionais & concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Frequentemente, a linearidade é medida pelo coeficiente de correlagdo linear (Pearson
(r%)) e pelo intercepto da equagdo produzida, quando se correlaciona a resposta em fungéo da
concentracdo. Os pontos se ajustam bem a linha de regressdao quando obtemos um alto
coeficiente de correlacdo, sendo aceitavel, para métodos de analises farmacéuticas, um
coeficiente de correlagdo maior que 0,999 (FDA, 2000). Ja para a ANVISA, um coeficiente
de correlacdo de 0,99 é considerado aceito (BRASIL, 2003).

Na préatica, a linearidade é avaliada através do preparo de solugdes do padrdo de
referéncia em diversas concentracGes abrangendo a faixa de trabalho. Os guias de validacéo
mais utilizados recomendam um minimo de cinco concentrac@es, abrangendo de 80 a 120%
da concentracgdo utilizada na analise (BRASIL, 2003a; ICH, 2005; UNITED, 2011).

Para a curva de calibracdo foram preparadas em triplicata cinco solucdes de alendronato
de sddio triidratado nas concentracdes de: 20, 80, 200, 280 e 400 pg - mL™, as quais sdo
equivalentes a: 0,0615, 0,246, 0,615, 0,861 e 1,23 mmol - L™ de sédio respectivamente.
Devido a relagdo molar de alendronato™: Na* ser de 1:1, tanto para a forma anidra como para
a triidratada, pdde-se calcular indiretamente a quantidade de alendronato presente nas
amostras. Essa faixa foi escolhida para abranger a faixa de 5 a 100% de liberacdo no ensaio de
dissolucdo intrinseca. E uma solucdo de verificacéo (32,5 pg - mL™) do equipamento também
foi preparada (solucdo utilizada nas analises de solubilidade e dissolugdo intrinseca

discriminatoria), conforme Tabela 2:
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Tabela 2 - SolugGes de alendronato de sddio.

Concentracéo (ug - mL™) Massa de alendronato de Volume de diluicédo (H,O
s6dio (mg) ML)
20 2 100
80 8 100
200 20 100
280 28 100
400 40 100
32,5 16,25 500

FONTE: DO AUTOR.

3.6.2.2 Precisao

A precisdo de um método analitico expressa o grau de concordancia entre o valor que é
aceito como um valor verdadeiro convencional ou um valor de referéncia e o valor
encontrado. Ela reflete a dispersdo dos resultados de uma série de medidas de uma mesma
amostra ou solucdo padrdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005). E expressa por meio do desvio
padrdo relativo (D.P.R.) ou coeficiente de variacdo (C.V) entre as respostas analiticas
(JIMIDAR; HEYLEN; SMET, 2007), de acordo com a equacao (1):

S

x 100
x (1)

DPR =

Em que: DPR = desvio padréo relativo das leituras; s = desvio padrdo amostral; x = média das
leituras.

A precisdo foi avaliada intra e interdias. Para tanto, uma solu¢do com concentragdo conhecida
(0,615 mmol * L") de alendronato de sédio foi lida no equipamento de fotometria de chama 6
vezes no mesmo dia (intradia — n=6) e 6 vezes em outro dia (interdia n=12). O célculo de

DPR foi aplicado para as analises intra e interdias.
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3.6.2.3 Exatidao

A exatiddo no método analitico representa a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A exatiddo
deve ser determinada por toda a faixa do procedimento analitico (ICH, 2005) e é expresso em
termos de porcentagem de recuperacgdo, erro relativo ou desvio em relagdo ao valor tedrico
(WHITMIRE et al., 2010).

Quando um material de referéncia certificado ou um método referéncia ndo é
disponivel, um estudo de recuperacdo deve ser realizado. Esse procedimento € realizado pela
adicdo de quantidade conhecida do analito (por peso ou volume) no branco (matriz). A
recuperacdo é entdo calculada pela divisdo da quantidade encontrada pelo método pela
quantidade tedrica adicionada e multiplicando-se o valor por 100 (RAVICHANDRAN et al.,
2010), segundo equagéo 2:

XC

%E =————— x 100
Xv ()

Em que: %E = erro relativo; xc = concentracédo calculada; xv = concentracédo verdadeira.
Para a avaliacdo da exatiddo do método, foram realizadas leituras do branco (agua
ultrapura), e depois leituras de padrdes com concentracdes conhecidas (0,0615; 0,615; e 1,23

mmol - L™). A partir das respostas, os calculos de DPR e também o de %E foram realizados.

3.6.2.4 Seletividade

A seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradagéo, solventes
e componentes da matriz (BRASIL, 2003; WATZIG, 2008). A definicdo especificidade é
erroneamente utilizada como equivalente a seletividade, pois especificidade significa que ndo
existe nenhum interferente que possa ocorrer. A seletividade, portanto, pode ser classificada
como alta, baixa, parcial, etc. J& o termo especifico se refere sempre a um método que
apresenta 100% de seletividade (ARAUJO, 2009).
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Para anélise de seletividade foram preparadas solucGes de cloreto de litio e cloreto de
potéssio em agua nas mesmas concentragfes da curva analitica produzida para o ensaio de
linearidade (0,0615 mmol . L-1 a 1,23 mmol . L-1 de Li e K).

3.6.2.5 Limite de Deteccéo e Quantificacdo (LD e LQ)

Quando se fala em limite de detec¢do (LD), € a menor quantidade do analito presente
em uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condicdes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O modo mais comum de se determinar o limite de deteccao € baseado na inclinacao e no
desvio padrdo da resposta analitica ao nivel de concentracdo zero. A inclinacdo pode ser
estimada a partir da curva analitica obtida no estudo de linearidade (EPSHTEIN, 2004), de

acordo com a equagao 3:

LD =30 ©)
S

Em que: 6 ¢ o desvio padrdo das respostas e S € a inclinagdo da curva analitica.

Ja o limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢fes experimentais
estabelecidas (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

O limite de quantificacdo pode ser determinado baseado no desvio padrdo das respostas

e na inclinag&o, pela equagéo 4:

LQ =100 4)

w

Em que: ¢ é 0 desvio padréo das respostas e S é a inclinagdo da curva analitica.
O ruido do equipamento ¢ medido através da analise de replicatas do branco. Assim,
analisou-se 10 replicatas do branco para as determinacGes dos limites de deteccdo e de

quantificacdo método analitico em desenvolvimento.
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3.7 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

Os estudos de solubilidade foram realizados pelo método do equilibrio, empregando a
técnica do shake-flask, no equipamento shaker (mesa agitadora). As amostras utilizadas para
0 estudo foram os materiais policristalinos das formas anidra e triidratada do alendronato de
sodio.

Os estudos de solubilidade devem ser realizados na faixa de pH fisiologico (1,2 a 6,8)
em pelo menos trés diferentes meios de acordo com a RDC-n° 31 de 11 de agosto de 2010
(ANVISA, 2010). Neste trabalho foram utilizados cinco meios, todos livres da presenca de
sodio, sendo eles: agua deionizada (H20), acido cloridrico 0,01M (HCI), tampéo acetato pH
3,5 (T 3,5), tampdo acetato pH 6,0 (T 6,0) e tampé&o acetato pH 7,2 (T 7,2).

Apo0s a tamisacdo das amostras, estas foram adicionadas ao eppendorf de 1,5mL que
continha 1mL do meio em estudo e isto foi realizado em triplicata. Ao adicionar o p6 agitava
em vortex até que se formasse um corpo de fundo. Feito isto, as amostras foram levadas a
mesa agitadora a 150 rpm, por 48h a 25°C.

As amostras foram dosadas de forma indireta, em que o sodio presente foi dosado por
um método desenvolvido e validado de fotometria de chama. Os materiais sdlidos residuais
(corpo de fundo) foram analisados por DRXP.

3.8 ESTUDO DE DISSOLUCAO INTRINSECA DISCRIMINATORIA (DID)

O ensaio de dissolugdo intrinseca € um estudo de caracterizacdo e por isso ndo consta
nas monografias de formas farmacéuticas das farmacopeias. A farmacopeia americana (USP
34), por exemplo, descreve o ensaio no capitulo geral 1087.

Enquanto a solubilidade é um parametro estatico, que se refere ao equilibrio
termodindmico, a velocidade de dissolu¢cdo € um conceito dindmico, que representa a
quantidade de farmaco dissolvida por unidade de tempo (HULSE, GRAY, FORBES, 2012).

No ensaio de dissolucéo intrinseca o farmaco é compactado de forma que a area exposta
ao meio de dissolugdo permaneca constante.

A taxa de dissolucdo intrinseca das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio

foram determinadas utilizando discos com &rea de superficie constante (0,5cm?). Estes discos
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foram preparados por prensagem do pd, utilizando uma prensa hidraulica. Portanto, 200 mg
de cada forma sélida foi pesada e comprimida em uma puncdo 1 KN - min™.

Os parametros utilizados no estudo para a determinacdo da taxa de dissolucdo foram
obtidos na monografia do farmaco na USP 34, 2011, alterando-se 0 meio de dissolucdo, pois
apos os estudos de solubilidade verificou-se que o meio tampdo acetato pH 6,0 é
discriminatorio entre as formas anidra e triidratada de alendronato de sédio. Apds a realizacéo
dos estudos as pastilhas das formas (anidra e triidratada de alendronato de sodio) foram
analisadas por DRXP. Os estudos foram realizados em triplicata para as duas formas.
Parametros do estudo de DID:

a) tampado acetato pH 6,0 como meio de dissolugdo (500mL);

b) temperatura do meio teste foi de 37°C +/- 1°C;

c) aparato discos rotativos;

d) rotacdo de 50 rpm;

e) tempos de coleta : 3,5, 7, 15, 30, 60 minutos;

f) volume de coleta em cada tempo, 10mL, que foram filtrados em filtros de membrana
0,45um, com reposicdo de meio;

g) doseamento por fotometria de chama.

3.9 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Os equipamentos e reagentes empregados no estudo foram:

a) Difratbmetro de raios X de p6 Rigaku® modelo Ultima IV (tipo Il) (Rigaku Co.,
Ltd., Tokyo, Japan);

b) Espectrofotdometro de infravermelho por transformada de Fourier Shimadzu®,
modelo Affinity-1 (Shimadzu®, Tokyo, Japan) acoplado & um acessorio de
amostragem por refletancia total atenuada Pike Miracle® com cristais de ZnSe
Pike Technologies®, Madison, Wisconsin, USA);

c) Mesa agitadora Solab ® modelo SL 180 DT (Piracicaba, S&o Paulo, Brasil);

d) Analisadores térmicos: TG/DTA (termo-balanca TG/DTA7300, SII Nano
Technology, Japdo) e DSC (Calorimetro DSC modelDSC7020, SII Nano
Technology, Japéo);
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e) Sistema purificador de &gua Gehaka®, modelo osmose reversa 10 LTH (Séo
Paulo, SP, Brasil);

f) Prensa Hidraulica Shimadzu Modelo SSP-10A — Japéo;

g) Dissolutor Eletrolab Modelo TDT-08L — india;

h) Balanca analitica Sartorius Modelo CP-225 — Alemanha;

i) Camara climatica Nova Etica® modelo CLD 420, disponivel no Laboratério
Nucleo Controle de Qualidade NCQ/UNIFAL-MG;

J) Medidor de pH Marconi®, modelo PA 200 (Piracicaba, SP, Brasil);

k) Aparelho de ultrassom Unique®, modelo USC 2800A (Indaiatuba, SP, Brasil).

I) Fotdémetro de chama da Celm modelo FC-280;

m) Acetonitrila (Proguimicos), Metanol (Dindmica), Tetrahidrofurano (Vetec),
Fosfato de potassio monobasico, Trietilamina, Acido fosforico, Acetado de
amonio, Acido cloridrico e Acido acético glacial;

n) Alendronato de sodio; Gemini; Lote: AS/15/11; Fab.: 01/11/11; Val.: 31/10/16.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos neste trabalho.

4.1 PREPARACAO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS (POLIMORFOS)

A formagéo de monocristais e policristais sob as condic¢des descritas na Tabela 1 foram
acompanhadas diariamente. Com dois dias de cristalizacdo verificou-se visualmente que as
amostras AL9, AL16 e AL17 ja apresentaram cristais formados. Também por inspecao visual
verificou-se a formacao de cristais, a partir do nono dia, para as amostras AL19, AL20, AL21,
AL22, AL23, AL24, AL25 e AL26. As demais recristalizagOes levaram tempos ainda maiores
para a formacdo de monocristais. Por meio de uma analise mais detalhada dos cristais
formados por meio de um microscépio do tipo lupa com luz polarizada verificou-se que a
maioria dos cristais formados eram geminados, 0s quais sdo inadequados para um
experimento de difracdo de raios X com o objetivo de se determinar a estrutura cristalina. As
amostras dos lotes que propiciaram a formacéo de monocristais foram levadas para anélise de
DRXM no LabCri da UFMG. Contudo, a medida da cela unitaria mostrou que todos se
tratavam da forma triidratada de alendranato de sodio. Ou seja, nenhuma forma cristalina
inédita do alendranato de sédio foi obtida a partir dos experimentos de recristalizacdo
descritos na Tabela 1. Esse resultado permite afirmar que a formagéo da forma triidratada de
alendranato de sodio é termodinamicamente preferida nas condicBes hidricas e hidrotermais
em que as recristalizagdes foram conduzidas nesse trabalho.

Dentre as condicdes de recristalizacdo que propiciaram a formagdo de monocristais
adequados para experimentos de difracdo, duas foram repetidas (AL17* e AL25%*) utilizando
uma maior quantidade de soluto no sentido de gerar material cristalino suficiente para a
caracterizacdo por DRXP. Os difratogramas experimentais dessas amostras comparados aos
difratogramas teoricos calculados a partir das estruturas das formas conhecidas do alendronato

de sodio, mostrou que as mesmas se tratavam da forma triidratada (Figura 5).
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Figura 5 - Difratogramas das amostras AL 17* e AL 25* comparadas com os simulados das formas: anidra e
triidratada de alendronato de sddio.
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FONTE: DO AUTOR.
De acordo com ASNANI et al., 2009, a forma anidra pode ser obtida a partir da forma

triidratada, através de sua exposi¢cdo a uma temperatura de 150°C por uma hora. Este processo
foi realizado e a forma anidra foi confirmada através da comparacdo do DRXP simulado da
forma anidra com o DRXP do experimento (Figura 6). Com a obtencdo da forma anidra
policristalina deu-se sequéncia na busca por monocristais da mesma para que pudesse ser
realizada sua caracterizacdo estrutural por DRXM uma vez que a estrutura reportada na
literatura foi resolvida por DRXP. Primeiramente foi verificada sua solubilidade frente a
diferentes solventes anidros. Notou-se que sua solubilizacdo era extremamente baixa em
varios solventes organicos (benzonitrila, metanol, acetonitrila, dicloroetano e n-hexano).
Diante dessa dificuldade foram realizadas duas tentativas de recristalizacdo solvo-térmica. Na
primeira tentativa utilizando o metanol como solvente, notou-se que apds 0 pProcesso Nnao
houve solubilizagdo do soluto e, portanto, inviabilizou a sua recristalizacdo no sentido de se
obter monocristais. Na segunda tentativa, onde foi mantido o solvente, tendo sido aumentado

a temperatura e o tempo de reacdo, obteve-se 0 mesmo resultado insatisfatorio.
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Figura 6 - Difratograma da forma triidratada aquecida a 150°C por 1h, comparada com os simulados das formas:
anidra e triidratada de alendronato de sodio.
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FONTE: DO AUTOR.

4.2 ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS E MEDICAMENTOS DE ALENDRONATO DE
SOLIDO POR DIFRACAO DE RAIOS X POR PO (DRXP)

Os difratogramas de raios X por pé experimental das duas matérias-primas de
alendronato de sodio estudado nesse trabalho sdo mostrados na Figura 7. Os resultados
mostram que tanto a forma comercial obtida no NCQ-UNIFAL (matéria prima A) guanto a
amostra obtida junto a uma farmécia de manipulacdo (matéria prima B) possui um
difratograma de raios X experimental coincidente com o simulado a partir da estrutura do

alendronato de sodio tri-hidratado.
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Figura 7 - Difratogramas das matérias-primas A e B comparados com os simulados das formas: anidra e
triidratada de alendronato de sédio.
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FONTE: DO AUTOR.
Os padrdes experimentais de DRXP dos medicamentos estudados nesse trabalho

(amostras R, G e S), representados na Figura 8, foram conduzidos de duas formas. Em uma
das analises o difratograma de raios X foi obtido a partir de uma secdo plana de cada
comprimido montado diretamente no gonidmetro do difratdbmetro. Na segunda condicéo de
medida, o comprimido foi triturado antes de a analise ser efetivada. Os difratogramas
mostram que a fase triidratada do alendronato de sddio € o constituinte dos medicamentos R,
G e S. Destaca-se o fato de a fase cristalina do insumo ser facilmente identificavel mesmo na
presenca dos excipientes no caso dos medicamentos. E finalmente, que a identificacdo do
insumo pode ser feita diretamente no comprimido ndo sendo necessaria sequer sua trituracao.
O estudo por DRXP mostra ainda que ndo ha evidencias da presenca da forma anidra do

alendronato nas amostras estudadas.
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Figura 8 - Difratogramas dos medicamentos referéncia (R), genérico (G) e similar (S) (comprimido e moido)
comparados com os simulados das formas: anidra e triidratada de alendronato de sédio.
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FONTE: DO AUTOR.

4.3 ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO (1V)

Os espectros das matérias primas (A e B) mostraram bandas caracteristicas do
alendronato de sédio (Figura 9). Entre 1200 e 900 cm™ estdo presentes bandas fortes
caracteristicas de ligagdes C — O e P = O. Entre 1470 e 1430 cm™ apareceram deformagées
angulares caracteristicas de CH, Bandas médias, correspondentes a deformagdo angular
simétrica no plano de NH, ocorrem entre 1590 e 1550 cm™. E bandas caracteristicas de H,O
apareceram em torno de 3500 cm™, demonstrando que ambas as matérias primas tratam-se da
forma a triidratada, a qual é a comercialmente preconizada.

Comparando os espectros no 1V da forma anidra com a triidratada, puderam-se verificar
os estiramentos caracteristicos do alendronato de sodio, porém quando se observa a forma
anidra nota-se a atenuagdo da banda caracteristica de H,O em torno de 3500 cm™,
comprovando assim diferencas entre os espectros de absor¢do no IV entre as formas em

estudo (Figura 9).
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Figura 9 - Espectros da absorcdo na regido do infravermelho das matérias-primas A e B e da forma anidra de
alendronato de sédio com destaque para o estiramento caracteristico da molécula de agua.
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FONTE: DO AUTOR.

4.4 ANALISES TERMICAS (DSC, TG/DTA) DAS FORMAS ANIDRA (RECRISTALIZADA) E
TRIIDRATADA (MATERIA-PRIMA) DE ALENDRONATO DE SODIO

A curva DSC da forma triidratada mostra que houve dois eventos endotérmicos, sendo
o primeiro (em torno de 130 a 140°C) referente a perda da agua presente na molécula. Os
resultados diferem ligeiramente dos resultados obtidos por ASNANI et al. (2009) que relatam
a presenca de um anico sinal endotérmico fino a ~126 °C. A presenca de duplo pico pode ser
decorrente a saida inicial das duas aguas de cristalizacdo e posteriormente a saida da agua
coordenada ao Na* seguido da transformagdo de um polimero de coordenacio 1-D para 2-D
(discutido na secéo 4.4), observado cristalograficamente para as formas triidratada e anidra,
respectivamente. Como esperado o0 evento endotérmico atribuido a transicdo da forma
trildratada para a anidra ndo foi observado na curva DSC da forma anidra. Um segundo
evento ocorre a entre 260 a 270°C para ambas as amostras, o qual se refere a

fusdo/decomposicdo do alendronato de sodio (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de DSC das formas anidra e triidratada de alendronato de sédio.

—— TRI-HIDRATADA
—— ANIDRA

Fluxo de calor (mW.mg™)

: e

T T T T T T
100 200 300 400
Temperatura (°C)
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Nas curvas TG/DTA p6de-se verificar que a perda de agua da forma triidratada ocorre

entre 130 e 140°C (Figura 11) temperaturas concordantes com a curva DSC (Figura 10). A
perda de massa foi de 16,5% a qual concorda com o valor calculado (53,74g) com a saida de 3
moléculas de agua. Esse resultado esta de acordo com o obtido por ASNANI et al. (2009) que
encontrou um valor de 16,6%. A curva DTG também mostra que as aguas presentes na
estrutura saem em temperaturas proximas. Como esperado, nenhuma perda de massa €
observada nesse intervalo de temperatura para a amostra anidra (Figura 12). A
fusdo/decomposicdo de ambas as amostras comeca a partir de 260°C. A semelhanca das
curvas apos a perda da agua confirma a transformagéo da forma triidratada na forma anidra
entre 130 e 140°C



Figura 11 — Curvas de TG/DTA da forma triidratada de alendronato de sodio.
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Figura 12 - Curvas de TG/DTA da forma anidra de alendronato de sédio.
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Pode-se concluir que é possivel caracterizar e diferenciar as formas anidra e triidratada
do alendronato de sodio por meio das curvas TG/DTA e DSC e também afirmar que ha uma

conversao de fases entre as formas em estudo.

4.5 ANALISES DOS ESTUDOS DE INTERCONVERSAO DAS FORMAS SOLIDAS DE
ALENDRONATO DE SODIO.

O padrdo experimental de DRXP gerado ap6s o aquecimento da forma triidratada a
150°C por 1h foi comparado com os simulados das formas: anidra e triidratada, o que
demonstrou a completa conversdo da forma triidratada em anidra (Figura 13).

Em outro experimento foi avaliado o tempo de conversdo da forma triidratada na forma
anidra (Figura 14). Os difratogramas coletados ap6s o aquecimento da forma triidratada a
150°C por 15, 30, 45 e 60 minutos mostram que ocorre a completa conversdo da forma
hidratada para a forma anidra em todos os tempos de aquecimento. Ou seja, a conversao ja
ocorre com 15 minutos de aquecimento, demonstrando neste estudo que a conversdo ocorreu
em um tempo menor do que o relatado (aquecimento a 150°C por 1h) na literatura (ASNANI
et al, 2009).
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Figura 13 - Difratograma demonstrando a completa conversdo da forma triidratada em forma anidra de

alendronato de sédio.
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Figura 14 - Difratogramas da forma triidratada aquecida a 150°C por 15, 30, 45 e 60 minutos comparadas com 0s
simulados das formas: anidra e triidratada de alendronato de sodio.
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Visando estudar a reversibilidade da dehidratagdo e/ou transformacdo de fase
cristalogréfica, realizou-se um experimento para verificar a conversdo da forma anidra em
triidratada. Observou-se que o contato direto com a agua faz com que a forma anidra se
converta instantaneamente em triidratada, o que pode ser comprovado pela analise de DRXP

do sélido em equilibrio com a solucédo (Figura 15).

Figura 15 - Difratogramas da forma anidra com adi¢do de H,O 50uL (vidro de rel6gio) e diretamente no porta
amostra do difratbmetro comparadas com os simulados das formas: anidra e triidratada de
alendronato de sodio.
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FONTE: DO AUTOR.

O experimento em que as amostras das duas formas cristalinas (anidra e triidratada)
do alendronato de sodio foram acondicionadas em uma camara climatica com temperatura de
40°C e 75%UR por 12h buscou verificar os seus comportamentos frente a temperaturas e
umidades elevadas. O difratograma experimental da forma triidratada ap6s o tratamento
manteve, como esperado, os picos correspondentes ao simulado da forma triidratada (26 9,20;
20 12,38; 20 13,44) (Figura 16). O padrao experimental de DRXP da forma anidra apos a
incubacdo demonstrou que a exposi¢do a uma umidade mais elevada ja é suficiente para que
haja sua conversdo parcial na forma triidratada (anidra: (20 11,68; 26 13,22; 20 15,20) e
triidratada: (26 9,20; 20 12,38; 20 13,44)) (Figura 16).
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Figura 16 - Difratogramas experimentais das formas anidra e triidratada ap6s incubagdo a 40°C, 75% UR por
12h, comparados com seus respectivos difratogramas simulados.
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4.6 PROPOSTA MECANISTICA DE TRANSICAO DE FASE CRISTALINA ENTRE AS
FORMAS ANIDRA E TRIIDRATADA DO ALENDRONATO DE SODIO

As estruturas cristalogréaficas da forma anidra (VEGA et al., 1996) e da forma
triidratada (ASNANI et al., 2009) do alendronato de sddio foram determinadas por grupos de
pesquisa independentes e com um intervalo de tempo de mais de uma década. Inicialmente foi
determinada a estrutura da forma triidratada, a comercialmente preconizada, utilizando-se de
técnicas de difracdo de raios X por monocristal (VEGA et al., 1996). Treze anos mais tarde,
ASNANI et al. (2009) mostrou, utilizando de DRXP, DSC-TG/DTA e microscopia “hot-
stage” que a forma triidratada perde suas trés moléculas de 4gua a ~130 °C (confirmado nesse
trabalho de dissertagdo), fenébmeno acompanhado de uma transi¢cdo de fase cristalografica
para uma forma anidra. No mesmo estudo, esses autores determinaram a estrutura da forma
anidra a partir de dados de DRXP obtidos em Laboratério Sincontron. Para tanto, utilizaram
da técnica de otimizagdo de espago direto para a resolucdo da estrutura, seguido de

refinamento pelo método de Rietveld. Na Tabela 3 sdo comparados os parametros de cela das
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duas fases. A Figura 17 compara as unidades assimétricas das duas formas cristalinas do
alendronato de sddio. Observa-se que, das trés moléculas de &gua da forma triidratada, duas
sdo de cristalizagdo e uma de coordenacéo (ligada ao Na*). Destaca-se também, que nas duas
fases, o Na* possui coordenagio octaédrica distorcida. Para a forma triidratada, a coordenac&o
é estabelecida por um oxigénio hidroxilico, quatro oxigénios fosféricos e um oxigénio de
agua. Para a forma anidra a coordenacdo ¢ estabelecida por um oxigénio hidroxilico e cinco

oxigénios fosforicos.

Figura 17 - Representacdo Mercury das unidades assimétricas da forma (a) triidratada e da (b) forma anidra do
Alendronato de Sddio. As representagdes foram geradas a partir dos CIF (TEHWOS e UTOKAQ)
depositados para as duas estruturas no CSD. Para a forma triidratada as aguas de cristalizagdo e
coordenacdo séo destacadas.

w1
(@) (b)

FONTE: DO AUTOR.
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Tabela 3 - Comparagdo dos parametros de Celas das formas anidra e triidratada do Alendronato de Sédio.

Forma anidra Forma triidratada
(ASNANI et al., 2009) (VEGA et al., 1996)
Grupo Espacial P2:/n P2:/n
Parametro de Rede a=7,6298(6) A a=7275(1) A
b =9,1458(7) A b =9,002(2) A
c=14,457(1) A ¢ =19,503(4) A
B=112,6(1)° B=100,61(1)°
Volume 931,4(2) A3 1255,4(4) A®
Densidade 1,933 mg cm™ 1,720 mg cm™
Z 4 4

FONTE: DO AUTOR.
Apesar de apresentarem 0 mesmo grupo espacial e pardmetros de cela semelhantes,

principalmente os dos eixos cristalograficos a e b, as estruturas das duas formas apresentam
diferencas significativas. A estrutura cristalina da forma anidra é construida por octaedros de
NaOg compartilhando arestas ou ligados em ponte pelo anion alendronato, gerando um
polimero de coordenacdo 2D (Figura 18) com camadas paralelas ao plano cristalografico
(-101) (Figura 19). J& a forma triidratada tem o empacotamento estabilizado pela formag&o
um polimero de coordenacdo 1D do tipo cadeia em zig-zag ao longo da dire¢do [010], com o0s
anions alendronato “em ponte” para octaedros de NaOg adjacentes (Figura 20). Na Figura 21 é
mostrado que cadeias paralelas que crescem ao longo do eixo b estdo interconectadas ao
longo das direcbes [100] e [101]. Os contatos inter-cadeias sdo estabilizadas por interacdes de
Van der Waals e ligagGes de hidrogénio envolvendo, principalmente, as moléculas de agua. A
Figura 21 mostra também que as adguas de cristalizagcdo ocupam tuneis ocorrentes ao longo do
eixo b. Maiores detalhes acerca da comparacédo das estruturas das duas formas aqui abordadas
podem ser encontrados em ASNANI et al. (2009). Entretanto, destaca-se que esses autores
descreveram de forma equivocada que a cadeia 1D é formada por compartilhamento de
vertices octaedros de NaOg adjacentes.
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Figura 18 -

Representacdo do Mercury do polimero de coordenagdo 2D formado para a forma anidra do
alendronato de sodio visto normal ao eixo cristalogréafico a (plano (100)). (Esquema de cores:
Sodio = lilas, oxigénio = vermelho, carbono = cinza, fosforo = laranja, Nitrogénio = azul).

Hidrogénios ndo mostrados para melhor clareza das representacfes. Os octaedros compartilhando
arestas sdo destacados por circulos pontilhados.

FONTE: DO AUTOR.

Figura 19 - Representacdo do Mercury de trés camadas do polimero de coordenacdo 2D formado para a forma

anidra do alendronato de sodio visto normal ao eixo cristalografico b (plano (010)). A representacao
ilustra que as camadas, alternadas em vermelho e azul para melhor ilustracdo, sdo paralelas ao plano
(-101).
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Figura 20 - Representagdo Mercury mostrando o polimero de coordenacdo 1D formado no empacotamento
cristalino da forma triidratada do Alendronato de Sédio. As aguas presentes na estrutura sdo
destacadas. (Esquema de cores: Sodio = lilas, oxigénio = vermelho, carbono = cinza, fosforo =
laranja, Nitrogénio = azul).
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FONTE: DO AUTOR.

Figura 21 - Representacdo Mercury do empacotamento cristalino mostrado normal ao plano cristalogréafico (101)
mostrado a disposicdo inter-cadeias (vermelho e azul) e a localizagdo das moléculas de agua (verde

€ rosa).
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FONTE: DO AUTOR.
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Destaca-se que uma proposta mecanistica de transicdo de fase cristalogréfica da forma
triidratada para anidra ou vice-versa nao foi abordado por ASNANI et al. (2009) e, até onde
se tem conhecimento, em nenhum trabalho subsequente até o presente momento. Portanto,
sera apresentada a seguir uma proposta de mecanismo para a transicdo de fase cristalina
anidra/triidratada do alendronato de sddio. Analisando o empacotamento visto ao longo do
plano (101) para a forma anidra e ao longo do plano (100) para a forma triidratada mostrados,
respectivamente, nas Figuras 22 e 23 é possivel destacar algumas semelhancgas estruturais. As
estruturas ttm em comum, ao longo dos seus respectivos eixos b, uma disposi¢édo do tipo zig-
zag dos grupos fosfatos e das cadeias organicas alifaticas; bem como um alinhamento dos
cations Na* (linear para a triidratada e ondulada para a anidra). Considerando que ao longo da
direcdo [110] para a fase anidra (direcdo normal ao plano mostrado na Figura 22), as cadeias
estdo ligadas covalentemente, formando o polimero 2D (Figuras 18 e 19); e que ao longo da
direcdo [100] para a fase triidratada (direcdo normal ao plano mostrado na Figura 23) as
cadeias nédo estdo ligadas covalentemente (Figura 23), pode-se concluir: A transformacéo da
forma triidratada para a forma anidra ocorre com a saida das moléculas de agua entre as
cadeias mostradas na Figura 23, concomitante a fusdo (ligacbes coordenadas) das cadeias
paralelas ao longo de seu eixo cristalografico a (ou direcdo [100]). A Figura 24 mostra
esquematicamente o processo de saida das aguas e a direcdo (duplas setas cheias em preto)
onde ocorrem as fusdes de cadeias paralelas. Além disso, ocorre uma mudanca da posicado
relativa dos cations Na® na rede cristalina (Figura 25). Observa-se que, para a forma
triidratada, hd um empilhamento ao longo do eixo a das cadeias zig-zag formando um arranjo
do tipo “escama de peixe” onde as mesmas encontram-se alinhadas ao longo do eixo a. Com a
saida das aguas através dos poros paralelos a direcdo [010], a qual é facilitada pela adocdo de
uma estrutura de camadas (Figuras 21 e 25) o arranjo das cadeias zig-zag da forma triidratada
é perturbado, havendo o deslocamento da cadeia central (para a direita do eixo b, Figura 25),
o que faz com que cations de Na* inter-cadeias mais proximos ficassem proximos o suficiente
para compartilhar oxigénios de seus octaedros (arestas — vide Figura 18) ligando-se
covalentemente e assim formando o polimero 2D observado para a forma anidra. Um
processo inverso ocorre quando a forma anidra é exposta a d&gua. Ou seja, a agua penetra entre
as camadas hidrofilicas do polimero de coordenagédo 2D da fase anidra, rompendo as ligac6es
dos octaedros que compartilham arestas (destacados por circulos pontilhados na Figura 18),

restaurando o polimero de coordenacéo 1D caracteristico da forma triidratada.
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Figura 22 - Representacdo do Mercury do polimero de coordenacdo 2D formado para a forma anidra do

Alendronato de Sédio visto normal ao plano (101). (Esquema de cores: Sodio = lilas, oxigénio =
vermelho, carbono = cinza, fosforo = laranja, Nitrogénio = azul).

FONTE: DO AUTOR.

Figura 23 -

Representacdo do Mercury do polimero de coordenagdo 2D formado para a forma triidratada do
Alendronato de Sédio visto normal ao plano (100). (Esquema de cores: Sodio = lilas, oxigénio =
vermelho, carbono = cinza, fosforo = laranja, Nitrogénio = azul). As moléculas de agua de
cristalizacio sdo mostras em azul e verde. A molécula de dgua coordenada ao Na* é mostrada em rosa.

FONTE: DO AUTOR.
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Figura 24 - Representacdo do Mercury do empacotamento parcial da forma triidratada do Alendronato de Sddio
visto normal ao plano (010). (Esquema de cores: alendronato e Na* = verde, oxigénio das aguas de
cristalizacdo = vermelho e azul, oxigénio da &gua de coordenagdo = magenta). A dupla seta em preto
mostra a direcdo em que as cadeias paralelas da forma anidra (dire¢do cristalografica a da fase
triidratada) se fundem para forma o polimero de coordenacéo 2D da forma anidra. As grandes setas
pontilhadas mostram esquematicamente a saida das aguas.

PR |

FONTE: DO AUTOR.
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Figura 25 - Representagdo do Mercury da supraestrutura contendo os cations Na* (lilas). Em (a) os demais
atomos da estrutura estdo presentes. Em (b) sdo mantidos apenas os cations Na* sendo a parte
organica representada por segmentos de reta. As retas em azul representam as pontes de fosfato que
ligam as cadeias em comum as duas fases que ocorre ao longo do eixo b. As setas em laranja
representam os oxigénios dos octaedros que compartilham suas arestas, o qual ocorre apenas para a
fase anidra.

(@)

~130 ¢

(b)

FONTE: DO AUTOR.
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4.7 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO DE DOSEAMENTO DO
ALENDRONATO DE SODIO POR FOTOMETRIA DE CHAMA

A seguir serdo apresentados os resultados do desenvolvimento e validagdo do método
de doseamento do alendronato de sodio de forma indireta por fotometria de chama.

4.7.1 Método de quantificacdo do alendronato de sodio

O método complementar de quantificacdo de alendronato de sédio de forma indireta
por fotometria de chama se mostrou adequado, rapido, sem a necessidade de derivatizacdo da
amostra e de baixo custo para as finalidades pretendidas: o estudo de solubilidade e a
dissolucdo intrinseca das formas anidra e triidratada do alendronato de sédio. Porém deve se
ter o cuidado com sua utilizacdo devido ao doseamento ser indireto, baseado na dosagem da
quantidade de sédio presente. Deve-se lembrar de que muitos dos excipientes utilizados para a
fabricagdo de medicamentos contém sddio e isto pode levar a um falso resultado na

quantificacdo de alendronato, baseado na quantidade de sédio.

4.7.2 Validagéo analitica

A seguir serdo apresentados os resultados da validagdo analitica do método

complementar de doseamento indireto do alendronato de sodio.



4.7.2.1 Linearidade

As respostas obtidas sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Avaliacdo da linearidade do método de quantificacdo de alendronato de sédio por fotometria de chama.

Concentracdo | Resposta | Concentragdo (mmol - L™ Média Desvio Coeficiente
preparada (mmol - L* de alendronato) (mmol - L) Padréo de variacdo
(mmol - L) de Na*) (mmol - L™ (%)
12 0,060
0,0615 13 0,065 0,0633 0,00289 4,56
13 0,060
49 0,245
0,246 50 0,250 0,2483 0,00289 1,16
48 0,240
124 0,620
0,615 126 0,630 0,6217 0,00764 1,23
123 0,615
174 0,870
0,861 172 0,860 0,863 0,00577 0,66
172 0,860
248 1,240
1,230 247 1,235 1,233 0,00764 0,62
245 1,225

FONTE: DO AUTOR.

A curva analitica gerada estava de acordo com o preconizado pela ANVISA (r? = 0,99)

e também pelo FDA (r? = 0,999), conforme Figura 26.
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Figura 26 - Curva analitica do alendronato de sédio.
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FONTE: DO AUTOR.
Os testes realizados para a avaliacdo da linearidade do método de quantificacdo de

alendronato de soédio por fotometria de chama estdo de acordo com o determinado pela
resolucdo numero 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA 2003).

4.7.2.2 Precisao

As respostas a avaliacdo da precisdo da metodologia em validagdo e os calculos de DPR
% intra e interdias sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Avaliacéo da precisdo do método de quantificagdo de alendronato de sodio por fotometria de chama.

Concentragéo
(mmol - L™

Valores
calculados
(mmol - L™

INTRADIA
(repetibilidade)
%

INTERDIAS
(intermediaria)
%

Dial 0,615

0,605
0,610
0,605
0,615
0,610

0,615

0,73 (n=6)

Dia 2 0,615

0,615
0,605
0,610
0,610
0,615

0,610

0,62 (n = 6)

0,65 (N=12)

FONTE: DO AUTOR.

Os resultados obtidos mostram que a avaliacdo da precisdo estd de acordo com o

determinado pela resolucdo nimero 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA 2003).

4.7.2.3 Exatidao

As respostas a avaliagdo da exatiddo da metodologia em validacdo, como as medidas do

equipamento, a media das medidas, 0 CV% e a recuperacdo (%E) estdo representados na

Tabela 6.
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Tabela 6 - Avaliacdo da exatiddo do método de quantificagdo de alendronato de sodio por fotometria de chama.

Concentracdo (mmol - L™)

B,ranco o Medida no o Coeficiente de | Recuperacéo
uéiggjza) Adicionada equipamento Calculada | Media | \ariacao (%) | (%)
12 0,060
0 0,0615 12 0,060 0,0617 468 100,3
13 0,065 '
121 0,605
0 0,615 122 0,610 0,608 0,47 98,9
122 0,610
245 1,225
0 1,23 245 1,225 1,223 0,24 99,4
244 1,220

FONTE: DO AUTOR.

A avalicdo da exatiddo estd de acordo com o determinado pela resolugcdo nimero 899,
de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA

2003).

4.7.2.4 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em relacéo a solugdes de cloreto de litio e cloreto

de potassio em agua ultrapura nas mesmas concentracdes da curva analitica produzida para o

ensaio de linearidade (0,0615 a 1,23 mmol - L' de Li e K). Como esperado, 0 equipamento nio

quantificou esses ions, mostrando-se seletivo ao ion sodio.
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4.7.2.5 Limite de Deteccéo e Quantificacdo (LD e LQ)

As leituras das 10 replicatas do branco, suas respostas e seus desvios padrdo constam na
Tabela 7.

Tabela 7 - Avaliacdo do LD e LQ do método de quantificagdo de alendronato de sédio por fotometria de chama.

LEITURA Resposta do equipamento | Resposta calculada DESVIO PADRAO
(mmol - L) (mmol - L) (mmol - L)

0 0

0,0021

©O© 00 N O Ol & WN P
O OO Fr OO0 Fr OO
o

=
o

FONTE: DO AUTOR.
De acordo com os calculos realizados para o LD e LQ do método em validacdo os

resultados foram:
LD=2,03 mmol - L*
LQ=6,77 mmol - L™

Como ¢ aplicado um fator de 200 na leitura do equipamento, os valores reais de LD e
LQ sdo: 0,01015 mmol - L™e 0,03385 mmol - L™, respectivamente.

O método de fotometria de chama foi validado e atendeu as especificacbes requeridas
na RDC 899/2003 da ANVISA para quantificacdo indireta de alendronato de sodio presente
em matéria-prima. Por se tratar de um método indireto, outras técnicas de caracterizagéo do
alendronato de sodio devem ser utilizadas em associacdo para que identifiquem a presenca de
alendronato de sodio tais como o infravermelho e DRXP.
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4.7.2.6 Aplicacdo do método

Solubilidade em equilibrio:

Para o ensaio de solubilidade, as amostras foram diluidas em um fator de 200, por se
tratar de amostras concentradas em relacdo a quantidade de sodio.

Dissolug&o intrinseca discriminatdria:

Para o ensaio de dissolucdo intrinseca, as solugdes foram injetadas diretamente no
equipamento por se tratarem de solu¢Ges muito diluidas considerando a faixa de trabalho do

equipamento.

4.8 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE DE EQUILIBRIO

Os estudos de solubilidade em equilibrio foram realizados para verificar a diferenca nas
propriedades fisicas e quimicas entre as formas anidra e triidratada de alendronato de sédio.

Os resultados obtidos mostram o valor absoluto da solubilidade de equilibrio da forma
anidra é superior ao da forma triidratada para todos os meios testados, mas apresenta
diferenca significativa apenas no tampdo acetato pH 6,0 (Figura 27). Este meio foi
considerado discriminatorio entre as formas cristalinas do alendronato e foi utilizado como
meio teste para os estudos de dissolucdo intrinseca. As médias das repeti¢es do estudo de
solubilidade em equilibrio das formas anidra e triidratada de alendronato de sédio e o desvio

padrdo relativo entre elas estdo demonstrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Média das repeticoes do teste de solubilidade em equilibrio das formas anidra e triidratada de
alendronato de sodio e desvio padrdo relativo entre as formas.

Meio teste | Média das repeti¢bes da | Média das repeti¢des da Desvio padrao relativo
formaanidra(g'L™") | forma triidratada (g-L™) | entre asformas anidrae
triidratada (%)

H,O 36,191 35,866 0,64
HCI 0,01M 43,668 35,974 13,66
TpH35 95,354 78,450 13,75
T pH 6,0 64,039 41,826 29,67
TpH7.2 45,835 38,467 12,36

FONTE: DO AUTOR.

Os pHs dos meios testes foram verificados apds os estudos de solubilidade em
equilibrio e estdo representados na Tabela 9. Nao houve diferenca de pH das solu¢des em
equilibrio com as formas anidra e triidratada quando na presenca de um mesmo meio de
dissolucdo. Comparando os pHs dos diferentes meios antes e ap0s o estabelecimento do
equilibrio com as formas solidas, observa-se que para as solu¢des tamponadas ndo ocorreu
variacdo significativa dos pHs das solucBes tampdes apds contato com as formas sélidas. Para
a agua houve um ligeiro decréscimo do pH e para o meio HCI 0,01 M (pHipicia = 2) houve um

aumento do pHsina para 4,0.

Tabela 9 - pHs dos meios teste apds os estudos de solubilidade em equilibrio.

MEIOS TESTE \ FORMA ANIDRA FORMA TRIIDRATADA
H,O pH 5,0 pH 5,0
HCI 0,01M pH 4,0 pH 4,0
TpH3,5 pH 3,0 pH 3,0
TpH6,0 pH 7,0 pH 7,0
TpH7,2 pH 8,0 pH 8,0

FONTE: DO AUTOR.

A faixa de pH em estudo demonstrou que em pH mais acido (Tampéao pH 3,5 / pHsina =
3,0) houve uma maior solubilizagéo tanto da forma anidra quanto da forma triidratada (Figura
27). Isto se deve ao comportamento anfétero, visto que sua estrutura possui caracteristicas
acidas (dois grupos fosfdricos) e basicas (grupo amina) apresentando varias constantes de
dissociacgdo (pKa; = 2,72 + 0,05; pKa, = 8,73 £ 0,05; pKaz = 10,5 £ 0,1; pKa, = 11,6 £ 0,1)
(THE MERCK INDEX, 2007). Levando-se em consideracdo que as espécies moleculares séo
menos sollveis que as espécies ionizadas em meio aquoso e considerando a constante de
dissociagdo (pka) 2,72, explica-se o fato da solubilidade maior das duas formas em tampé&o

pH 3,5, pois o pH estd ~1 unidade acima do pka das formas em analise.
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Figura 27 - Histograma do estudo de solubilidade dos polimorfos anidro e tri-hidratado de alendronato de sodio
em agua, HCI 0,01 M e em solug6es tampdes pH’s 3,5, 6,0 e 7,2.
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FONTE: DO AUTOR.

As analises por DRXP do sélido em equilibrio com a solugdo ap6s os estudos de
solubilidade nos diferentes meios estudados séo apresentados nas Figuras 28 a 32. Observa-se
que a forma so6lida em equilibrio com a solucgéo é a triidratada para todos os meios testados,
inclusive para aqueles em que forma sélida inicial utilizada para o experimento foi a anidra.
Esse resultado mostra que ocorreu, como esperado (item 4.3), a total conversdo da forma
anidra, em todos os meios de dissolucdo, para a forma triidratada, a qual é mais
termodinamicamente estavel. Portanto, a solubilidade de equilibrio apresentada para a forma
anidra ndo pode ser considerado um valor real. Porém em todos 0s meios, as concentracdes de
equilibrio preparadas a partir da forma anidra foram aumentadas em comparacdo com as
preparadas a partir da forma triidratada. Esse fenbmeno pode ser explicado pelo fato da forma
anidra poder ser supersaturada em relacdo a forma triidratada devido efeitos de nucleacdo e/ou
crescimento de cristal durante inter-conversaio em meio aquoso. Ha relatos de
comportamentos similares, a exemplo da doxiciclina (BORGADUS, J. B.; BLACKWOOD,
R. 1979 (aeb); SANTOS et al., 2014).
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Figura 28 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio ap6s estudos de solubilidade
no meio de H,0.
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FONTE: DO AUTOR.
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Figura 29 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio ap6s estudos de solubilidade
no meio de HCI 0,01M.
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FONTE: DO AUTOR.

Figura 30 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio ap6s estudos de solubilidade
no meio de tampdo acetato pH 3,5.
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FONTE: DO AUTOR.
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Figura 31 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de s6dio ap6s estudos de solubilidade
no meio de tampdo acetato pH 6,0.
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FONTE: DO AUTOR.

Figura 32 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio apds estudos de solubilidade
no meio de tamp&o acetato pH 7,2.
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FONTE: DO AUTOR.
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4.9 ESTUDO DE DISSOLUCAO INTRINSECA DISCRIMINATORIA (DID)

O estudo de dissolucdo intrinseca discriminatéria (DID) foi realizado apenas em meio
tampéo acetato pH 6,0, uma vez que foi nessas condi¢bes que observou-se diferenca
significativa das solubilidades em equilibrio quando as duas formas do alendronato foram
comparadas. Acompanhando os resultados de solubilidade de equilibrio, observa-se que a
DID também aponta para uma maior velocidade de dissolucdo da forma anidra em
comparacdo a forma triidratada (Figura 33). Observa-se que a liberagdo da forma anidra foi
superior a triidratada em todos os tempos de coleta do experimento de DID. Para calcular a
taxa de dissolucdo intrinseca (TDI), utilizou-se o coeficiente angular da reta da curva de
guantidade acumulada de farmaco dissolvido em funcéo do tempo (Figura 33). Obtém-se o
valor da TDI dividindo-se o esse coeficiente angular pela area superficial do compactado
(USP 34, 2012), que nesse estudo foi 0,5 cm?. Portanto os valores calculados s&o de 1,1011 -
0,57 = 2,2022 € 0,9466 - 0,5 = 1,8932 mg - cm™ - min™ para as formas anidra e triidratada,
respectivamente. Esse resultado comprova que ha diferenca significativa na taxa de

dissolucéo entre as formas anidra e tri-hidrata de alendronato de sodio.

Figura 33 - Gréfico do perfil de dissolugdo intrinseca discriminatoria das formas anidra e triidratada de
alendronato de sodio.
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FONTE: DO AUTOR.
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Além disso, quando se trata de estudar o comportamento de dissolucdo discriminatério
de um material no qual a conversao de fase sélida pode ocorrer, e ou qualquer conversdo de
um menos estavel para a forma mais estavel necessita de monitorizacdo (HULSE, GRAY,
FORBES, 2012).

O resultado das medias e os desvios padrdes relativos do estudo de dissolucao intrinseca
discriminatoria das trés analises estdo representados na Tabela 10. As analises de DRXP do
solido residual apos os estudos de DID mostrou que houve uma conversao quase total da
forma anidra para a triidratada pelos motivos apontados anteriormente (Figura 34). A
remanéncia de parte da forma triidratada se deve ao fato da pastilha utilizada para o estudo
ndo ter toda sua superficie em contato com o meio de dissolugdo (Figura 34).

Tabela 10 - Média ( x ) de liberagdo em mg das formas anidra e triidratada de alendronato de sodio e desvio
padrdo relativo (DPR) entre os 3 estudos de DID.

TEMPOS X x FORMA DPR ENTRE OS 3 DPR ENTRE OS 3
DE FORMA | TRIIDRATADA ESTUDOSDEDID | ESTUDOS DE DID
COLETA | ANIDRA (mg) FORMA ANIDRA FORMA
(mg) (%) TRIIDRATADA (%)

3 min 16,25 15,17 1,88 0,86

5 min 18,42 16,79 0,98 0,93

7 min 21,67 17,33 1,75 1,14

15 min 30,87 25,46 1,63 2,29

30 min 45,50 43,33 2,23 1,97

60 min 79,63 67,71 2,13 1,45

FONTE: DO AUTOR.
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Figura 34 - Difratogramas das formas anidra e triidratada de alendronato de sédio ap6s o estudo de DID

comparados com os simulados das formas: anidra e triidratada do alendronato de sddio.

Forma anidra (DID)

Forma triidratada (DID)

Intensidade Normalizada

SIMULADO ANIDRA

SIMULADO TRIIDRATADA

FONTE: DO AUTOR.

10

T T T

20 30
Graus 20 (CuKa)
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5 CONCLUSAO

Com as técnicas de recristalizacdo empregadas foi possivel obter monocristais, porém
0s monocristais obtidos foram da forma triidratada, ja com estrutura determinada. A obtencéo
de policristais da forma anidra de alendronato de sédio foi possivel seguindo a metodologia
descrita no artigo da literatura (ASNANI et al. 2009).

Com a obtencdo da forma anidra pbde-se caracterizar e comparar com a forma
triidratada (comercial). As técnicas de espectroscopia no infravermelho (IV), as analises
térmicas (DSC e TG/DTA) e a difratometria de raios X por p6 (DRXP) foram técnicas que
puderam caracterizar e diferenciar as duas formas cristalinas em estudo.

As formas farmacéuticas disponiveis no mercado (referéncia, genérico e similar) e as
matérias-primas A e B foram analisadas por DRXP e demonstraram que a forma polimdrfica
presente estava de acordo com o descrito na USP 34, a forma triidratada de alendronato de
sodio. A DRXP foi uma técnica capaz de determinar a fase cristalina do insumo facilmente
mesmo na presenca dos excipientes no caso dos medicamentos. E também o fato de que a
identificacdo do insumo pode ser feita diretamente no comprimido ndo sendo necessaria sua
trituracdo. E ainda demonstrou que ndo ha presenca aparente da forma anidra do alendronato
de sddio nas amostras estudadas.

Por meio da técnica de DRXP foi possivel avaliar a interconversao de fases entre as
formas anidra e triidratada de alendronato de sddio, verificando que o tempo de conversao da
forma triidratada em anidra ocorre em um tempo de 15 minutos, o qual € menor do que o
sugerido na literatura (ASNANI et al, 2009). A conversdo da forma anidra em triidratada
ocorre de maneira instantanea quando em presenca de agua.

Os estudos realizados mostraram que o processo reversivel de hidratacdo ou
desidratacdo € acompanhado também por uma transicdo de fase cristalografica reversivel.
Assim, foi proposto nesse trabalho, por meio de uma detalhada analise do empacotamento
cristalino das duas formas, um mecanismo de transicdo de fase.

Nos estudos de solubilidade em equilibrio, a forma anidra de alendronato de sddio
demonstrou ser mais solvel que a forma triidratada em tampéo acetato pH 6,0.

Os estudos de perfil de dissolucdo intrinseca discriminatoria demonstrou uma liberagéo

maior da forma anidra do que a hidratada durante todos os tempos de coleta do perfil.
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Um método complementar de fotometria de chama foi validado e atendeu as especificacdes
requeridas na RDC 899/2003 da ANVISA para quantificacdo indireta de alendronato de

sodio.
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