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1. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion comparé los métodos de titulacién potenciométrica
dcido-base y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizados para la
cuantificacion de alendronato de sodio, métodos utilizados en el Laboratorio Nacional de
Salud. Para la comparacién se evalud el tiempo, costos, precision, exactitud y la

concordancia entre ambos métodos analiticos.

En el trabajo se analiza una muestra homogénea de tabletas de Alendronato de sodio, a
la cual se le cuantifica el principio activo por medio de los métodos de titulacion
potenciométrica dcido-base y HPLC. Los andlisis se llevan a cabo en la Unidad de Fisico-

Quimico de Medicamentos del Laboratorio Nacional de Salud.

Ademas, se determina la precision, exactitud, concordancia, costo y tiempo de los
métodos utilizando como medida estadistica el coeficiente de varianza, coeficiente de
correlaciéon y el coeficiente de concordancia o correlacion intraclase (Rc). Entre los
resultados se encontré una mayor precision para el método de titulacién potenciométrica y
no existe diferencia significativa para la exactitud de ambos métodos; también se
determiné que ambos métodos son comparables al encontrarse un Rc = 0.82. Con
respecto a tiempo y costo es preferible utilizar el método de titulacién potenciométrica ante
el de HPLC, por presentar la ventaja comparativa de ser tres veces mds econémico que con
el HPLC. Por lo que segun los resultados encontrados ambos métodos son equivalentes y

sustituibles uno con otro al utilizarse para la cuantificaciéon de Alendronato en tabletas.



2. INTRODUCCION

Los bisfosfonatos se conocen desde hace mds de 100 afios, pero s6lo en la ultima
década se ha demostrado un efecto benéfico en el tratamiento de la osteoporosis. Son
sustancias andlogas al pirofosfato y tienen una estructura caracteristica, P - C — P, que les
permite adherirse a los cristales de hidroxiapatita; por ello, en la actualidad son

medicamentos utilizados para combatir la osteoporosis.

Recientemente se ha introducido, ademads del anterior, un nuevo bisfosfonato, que es
un aminofosfonato 100 veces mds potente y menos toxico que el Etidronato y que no

interfiere con la mineralizacién ésea en dosis terapéuticas; es el Alendronato de Sodio.

Para el control de calidad fisico-quimico del Alendronato, especialmente la
cuantificacion de éste principio activo en la forma de tabletas, el Laboratorio Nacional de
Salud (LNS) utiliza la metodologia de titulacién acido-base, la cual es una metodologia
validada, sin embargo, actualmente se estd utilizando un nuevo método, aplicado a la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), de la cual se carecen de datos analiticos
comparativos de otros andlisis que se realicen en otros laboratorios y que sirvan para
comparar las ventajas y desventajas de los resultados que se obtienen en ambos. Es hasta
el afio 2,005 que la Farmacopea Estadounidense (USP XXVIII) publica la monografia
oficial del Acido Alendrénico y del Alendronato de Sodio en tabletas (que sera oficial en
julio del 2,006), que es la forma farmacéutica mds comercializada y pueda tenerse un

método de referencia.



3. ANTECEDENTES

3.1 BISFOSFONATOS:

Los bisfosfonatos son andlogos del pirofosfato, en los cuales el enlace P-O-P ha
sido reemplazado con un enlace P-C-P no hidrolizable por las fosfatasas.  Estos
retardan la formacion y disolucion de cristales de hidroxiapatita dentro y fuera del

sistema esquelético del ser humano.

Los principales bisfosfonatos aprobados en E.E.U.U. para uso clinico son: El
etidronato de sodio (bisfosfonato de primera generacidn), risedronato, tilodronato y

Alendronato de sodio (bisfosfonato de segunda generacién) @2 ¥ ¥,

Bisfosfonatos y su Potencia
Bisfosfonato R1 R2 Potencia
Clodronato Cl Cl =10
Etidronato OH CH; ~1
Pamidronato OH (CH,),NH, >100-<1000
Alendronato OH (CH,);NH, ~100
Neridronato OH (CH,)sNH, =
Olpadronato OH (CH,),N(CH3), >100-<1000
Ibandronato OH (CH,),N(CH3)(CH,)4CH3 >1000->10000
Risedronato OH CH,-3-piridina >1000-<10000
Zolendronato OH CHs-imidazol >10000
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Estructura quimica del dcido pirofosforico

3.2 ALENDRONATO:
3.2.1 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS:

El Alendronato es un bisfosfonato de segunda generacién, primer farmaco
que no sélo previene la pérdida de calcio en el hueso, sino que origina su
endurecimiento. Se trata de un potente inhibidor de la resorcion Osea, pero a
diferencia del etidronato  (bisfosfonato de la primera generacion)

no inhibe la mineralizacion dsea.

En el hombre, una dosis oral de 10 mg de Alendronato es tan eficaz como
la dosis de 1500 mg de Etidronato, siendo aquel de 100 a 1000 veces mas
potente que éste; a la vez, reduce la hipercalcemia en las enfermedades 6seas

. . 1y20
tumorales, osteoporosis, etcétera (1y20)

3.2.1.1 Mecanismo de accion:
Actua igual que los demads bisfosfonatos. Al unirse a las sales de
calcio, el Alendronato bloquea la transformacién de fosfato calcico a
hidroxiapatita y, por lo tanto, inhibe la formacién, agregacién y
disolucion de cristales de esta ultima sustancia en el hueso. Mientras
que la inhibicién de los cristales de hidroxiapatita puede explicar los
efectos del farmaco sobre la inhibiciébn de la mineralizacion Osea

observada en dosis altas, no explica sus efectos sobre la resorcién ésea.



No se conoce el mecanismo por el cual los bisfosfonatos inhiben esta
resorcién 7.
3.2.1.2 Farmacocinética:

El Alendronato se absorbe poco (sélo un 7 %) por la via oral; su
absorcion se reduce aun mds al ingerirlo con los alimentos,
especialmente con aquellos que contienen calcio u otros cationes
polivalentes (calcio, magnesio y otros). Tiene mucha afinidad por los
huesos y se retiene en el cuerpo por periodos largos. Se excreta sin
cambios en la orina. Se une en un 78% aproximadamente a las
proteinas del plasma ©¥2%.

3.2.1.3 Usos y Administracion:
Se utiliza en las siguientes patologias:
® Neoplasma maligno de los huesos.
e Hiperparatiroidismo.
e Osteoporosis (tratamiento y prevencion en mujeres post-
menop4usicas).
¢ Polimiositis y dermatomiositis.
Su administracion puede ser oral o intravenosa.
3.2.1.4 Posologia:

La dosis recomendada es de 10 mg una vez al dia para mujeres y
hombres. Las mujeres posmenopdusicas deben tomar una dosis unica
semanal de 70 mg para el tratamiento de osteoporosis y como profilaxis
de 35 mg semanal. Para adultos con enfermedad de Paget en los
huesos, la dosis recomendada es de 40 mg diarios por 6 meses y el
tratamiento puede repetirse en un lapso de tiempo no mayor de seis
meses .

3.2.1.5 Efectos Adversos:

e [rritacion local de la mucosa de la parte superior del aparato

digestivo (esofagitis y tlceras o erosiones esofdgicas).



3.2.1.6 Interacciones:

La absorcion oral del Alendronato puede ser nula si el farmaco es
administrado dentro de las dos horas siguientes al desayuno.
Tan sélo un zumo de naranja o un café pueden afectar la
absorcion del Alendronato.

Por lo menos hay que dejar que transcurran 30 minutos antes de
administrar un segundo farmaco o un antidcido.

La administracién concomitante de Alendronato con suplementos
vitaminicos, minerales o medicamentos que contengan sales de
calcio, hierro, aluminio o magnesio, interfieren con la absorcién
oral del farmaco.

Personas que consumen medicamentos antagonistas H, son mads

. 20
propensos a sufrir de los efectos adversos .

3.2.1.7 Contraindicaciones:

Anormalidades en el eséfago, como estenosis, acalasia u otra
que retrase el vaciamiento de este conducto.

Imposibilidad de permanecer en posicion sentada erguida o en
bipedestacion durante al menos 30 minutos.

Hipersensibilidad a cualquier componente del producto.

Hipocalcemia y en pacientes con aclaramiento de creatinina <35

ml/min ¥,

No en nifios con hipocalcemia *°.

No administrar a embarazadas ?°.

3.2.1.8 Presentaciones:

Tabletas de 5, 10, 35 y 70 mg.

Solucién inyectable de 70 mg.

3.2.1.9 Sobredosificacion:

Tras la administraciéon de una dosis oral tnica, se aprecié una

letalidad significativa en ratas y ratones hembras al aplicar 552



mg/kg (3.256 mg/m?®) y 966 mg/kg (2.898 mg/m2) (equivalentes

a dosis orales humanas de 27.600 y 48.300 mg), respectivamente
(20)

3.22  PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL ALENDRONATO:

3.2.2.1 Acido Alendrénico:
Nombre quimico: Acido Aminohidroxibutiliden-difosfénico.
Férmula molecular: C4H3NO7P>.

3.2.2.2 Alendronato de Sodio:
Nombre Quimico: (4- amino-1 hidroxibutilidene) difosfonato
trihidrato.
Formula molecular: C4H;3,NNaO-P, 3H,0.
Peso molecular: 325.1 g/mol.
Caracteristicas fisicas:  Polvo fino blanco, soluble en agua, insoluble
en diclorometano, muy poco soluble en alcohol metilico. Una solucion

al 1% en agua tiene un pH de 4-5 ©.

3.3 REACTIVOS DE DERIVATIZACION:

La derivatizacion puede ser llevada a cabo antes de la separacién. Debe ocurrir
cuantitativamente para producir productos sencillos para cada aminodcido, el reactivo
no debe interferir. Es probable que la derivatizacion genere productos que son mds
parecidos el uno al otro; de cualquier modo, la alta selectividad de separacién de los
sistemas cromatograficos implica que raramente haya problemas. La derivatizacion
precolumna puede ser llevada a cabo automdticamente justo antes de la separacion.
La derivatizacién tras la separacion requiere, en general, una complejidad
instrumental mayor. Los instrumentos comerciales a menudo necesitan ser

optimizados para alcanzar sensibilidad de deteccién mds alta *.



3.3.1 9-Fluoroenilmetil cloroformato (FMOC-CI):

El FMOC-CI reacciona con grupos amino para formar derivados
carbamados altamente fluorescentes y estables. Este agente altamente reactivo,
originalmente y todavia usado como grupo amino protector en sintesis de
péptidos, fue aplicado como un agente derivatizante en precolumna para anélisis
de aminoécidos. El FMOC-CI reacciona con todos los aminodcidos a pH
alcalino y temperatura ambiente para producir derivados aminoacidicos

altamente estables.

Durante la reaccion con FMOC-CI, los productos de hidrolisis del
reactivo que se forman tienen fluorescencia parecida a la de los derivados
aminoacidicos. Estos productos interfieren en la separacién por cromatografia
de fase reversa a menos que sean eliminados por el disolvente organico de
extraccion, antes de aplicar la muestra a la columna de cromatografia de fase
reversa. Una version automatizada de este procedimiento de derivatizacién ha

sido desarrollada y comercializada.

Betnér y Foldi solucionaron el problema de las interferencias por la
eluciéon de grandes picos de FMOC-CI y sus productos de hidrdlisis, FMOC-
OH, que son eluidos en la misma regién cromatogrifica que muchos de los
aminodcidos FMOC, por derivatizaciéon del volumen de exceso FMOC-CI con
una amina hidrofébica. El derivado resultante es eluido mds tarde en el

cromatograma después de todos los aminoacidos FMOC *2Y 2%,

3.4 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION:

En la actualidad la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) ha llegado
a ser una de las técnicas del laboratorio moderno mds importantes como herramienta

analitica para separar y detectar compuestos quimicos, utilizada en una diversidad de



campos. Dia a dia aumentan los requerimientos de confiabilidad de los datos
analiticos y de eficiencia en el flujo de trabajo de laboratorio, para un desarrollo mas
rdpido de nuevas drogas, mejorar la seguridad de los alimentos y cumplir con

estandares mas altos en las regulaciones.

El HPLC no se encuentra limitado por la volatilidad o la estabilidad térmica de la
muestra; es capaz de separar macromoléculas y especies i0nicas, productos naturales
labiles, materiales poliméricos y una gran variedad de otros grupos polifuncionales de
alto peso molecular. La separacion cromatografica en HPLC es el resultado de las
interacciones especificas entre las moléculas de la muestra con ambas fases, mévil y
estacionaria. Tales interacciones esencialmente no existen en la fase moévil para la
cromatografia de gases. Ofrece una gran variedad de fases estacionarias, lo que
permite una mayor gama de estas interacciones selectivas y mds posibilidades para la
separacion ©Gy2h)

Las razones de la popularidad de esta técnica son su sensibilidad, facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, idoneidad para la separacion
de especies no voldtiles o termoldbiles y sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias
que son de primordial interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para
la sociedad en general. Algunos ejemplos de estos materiales incluyen los
aminodcidos, proteinas, dcidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, drogas,
terpenoides, plaguicidas, antibidticos esteroidales, especies organometdlicas y una

cierta variedad de sustancias inorganicas .

3.4.1 Métodos de Filtracion de Solventes en HPL.C

Hay tres métodos comunes que se utilizan hoy para la filtracioén previa de

los solventes en HPLC :

. Filtro a la entrada del solvente
. Filtracion al vacio

. Filtracion en linea



3.4.2 Métodos de Desgasificacion de solventes en HPLC

Existen cuatro métodos comunes usados para desgasificar solventes en

HPLC previos a su uso:

- Sonificacion
. Burbujear Helio

. Desgasificacion electronica en la linea del flujo
3.4.3 Los tipos de detectores en HPLC se clasifican en:

e Detectores basados en una propiedad de la fase movil. Ejemplo:
Detector de Indice de Refraccion
e Detectores basados en una propiedad de la sustancia a separar. Ejemplo:

Detector de Fluorescencia, Detector Ultravioleta (Diodos).
3.4.4 Derivatizacion
Existen dos tendencias:

e Pre-Columna.

e Post-Columna.
3.4.5 Problemas mas comunes encontrados en HPLC:

Esta es una lista de los problemas normalmente encontrados en HPLC,

sus posibles causas y como solucionarlos.

® Presion alta.

e Pérdida de la resolucion.

e Picos hendidos.

e Variacién en los tiempos de retencion.

e Variaciones de la linea base.



¢ Linea base con mucho ruido.
¢ Picos falsos (Detectores Electroquimicos y de Fluorescencia)

. . (@l
e Baja o ninguna presién *".

3.5 TITULACION POTENCIOMETRICA ACIDO-BASE:

La titulacién es un método volumétrico que lleva a cabo una reaccién acido-
base, utilizando para ello una disolucién patrén, un potenciometro con medidor de
voltaje y un indicador 4cido base para que la determinacion del punto final sea mas
exacto.

Este método volumétrico analiza la cantidad de sustancia de forma indirecta, ya
que mide el volumen de la disolucién patron que tiene una concentracion conocida
para que reaccione con el constituyente buscado. A éste proceso se le denomina
valoracion.

El 4cido (en agua) reacciona con una base hidréxido de sodio (NaOH) solucién

valorada en agua, como sigue:

Acido-H* ;o) + NaOH (.., — CH3COONa ,, + H,0

(Cémo ocurre? Primero, una cierta cantidad del acido es pipeteado
volumetricamente y llevado al interior de un matraz erlenmeyer. Luego, desde una
bureta, es adicionada lentamente una solucion de hidréxido de sodio de normalidad
conocida. Reaccionando inmediatamente gotas de hidroxido de sodio con 4cido de
acuerdo a la reaccién. La titulacion procede lentamente hasta el punto donde todo el
dcido ha reaccionado. A esto se le llama punto equivalencia.

El punto de equivalencia puede ser apreciado por efecto de un color llamado
punto final. El punto final de la titulacién es observado de incoloro a rosa

(fenolftaleina). Para notar el efecto del color se adiciona gotas de fenolftaleina antes



3.6

de la titulacién. La fenolftaleina es uno de muchos indicadores dcido—base. Los
indicadores 4cido-base tienen la especial propiedad para formar compuestos de
diferentes colores, dependiendo si es un reactivo dcido o bdsico. Es suficiente

conocer que la fenolftaleina con NaOH en solucién forma un compuesto purpura.

Fenolftaleina (o) + Base .y — Compuesto purpura (solucion rosada)

Asi, durante la titulacién, el NaOH reacciona primero al dcido del matraz.  Si
todo el 4cido presente reacciona con el NaOH. Este reacciona con la fenolftaleina

torndndose de color rosado.  Siendo éste un buen indicador para el punto final ¥

ESTUDIOS PREVIOS:

No se han encontrado estudios referentes propiamente al andlisis cuantitativo de

Alendronato; en comparacion de métodos, se citan los siguientes:

3.6.1 Santisteban, 2003, realizé el estudio “Evaluacién de la Eficiencia de los
Métodos de Espectrofotometria Infrarrojo y HPLC para la Cuantificaciéon de
Tiamina, Piridoxina y Cianocobalamina en Soluciones Inyectables”.  En éste
trabajo se evaluaron los costos, tiempo y consumo de reactivos necesarios para
la realizacion de ambos métodos, cuando se analizan muestras de éstas

. . . . 9
vitaminas en soluciones inyectables .

3.6.2 Mata, 2003, realiz6 el estudio “Comparacion del método
espectrofotométrico de fosfomolibdovanadato y el método de titulacion
potenciométrica dcido base para la cuantificacion de fosfatos en detergentes en
polvo”. Donde se comparan y demuestran las ventajas que presenta el uno
sobre el otro con respecto a precision, confiabilidad, reproducibilidad, ahorro de

tiempo y costos 7.



3.6.3 Figueroa, 2000, realizé el estudio “Comparacion de la reproducibilidad de dos
métodos para la determinacion de aziicares reductores en el jugo de cafa de
azucar’. Demuestra la importancia de los métodos comparativos al descubrir

cual de los métodos es més reproducible 'V,

3.64 Cordon, 1995, realizé el estudio “Comparacién de dos métodos alternativos
para la cuantificacion de sodio y potasio en sales de rehidratacion oral,
fabricadas en el laboratorio de produccion de medicamentos (LAPROMED) de
la facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia”. Encontr6 que para esa
determinacién la fotometria de llama y el electrodo selectivo de iones son

técnicas equivalentes 2.

3.6.5 Vargas, 1994, realizé el “Estudio comparativo de dos métodos ( método por
cromatografia de gas (CG) y método por electrodo selectivo de fldor) para
determinar flior en crema dental”.  Este trabajo compraré dos métodos de
andlisis para determinar fldor en cremas dentales por CG (métodos propuesto
por la Comision Guatemalteca de Normas) y el método por electrodo selectivo
de fldor. Se concluye en que el método de gas es mds preciso que el otro, pero
presentando ambos exactitud aceptable; ademads calcul6 el costo de cada método

en lo que a tiempo y enseres se refiere ',



4. JUSTIFICACION

El presente trabajo propone evaluar las ventajas y desventajas en cuanto a tiempo de
andlisis, costos, precision y exactitud en los resultados del método de titulacion
potenciométrica dcido-base, utilizado de forma ordinaria y eficaz en el Laboratorio
Nacional de Salud (LNS) y compararlo con el método de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) que es el método oficial segin la USP XXVIII, utilizando para ello

cierto numero de analisis de la misma muestra.

Al culminar el estudio comparativo de ambos métodos, los resultados de éste
permitirdn al LNS, como laboratorio nacional de referencia, utilizar un método analitico
cuantitativo confiable en las muestras de Alendronato que en el futuro se reciban,

obteniendo con ello un respaldo que ampare la utilizacion del método con respecto al otro.



5. OBJETIVOS

4.1 General:
o Comparar el método de cromatografia liquida de alta resolucién y el método de
titulacién potenciométrica dcido-base en el andlisis cuantitativo de Alendronato,

en cuanto a ventajas, desventajas, tiempo, costos, precision y exactitud.

4.2 Especificos:

o Evaluar la eficiencia del método de titulacién potenciométrica dcido-base frente

a la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en la cuantificaciéon de

Alendronato en tabletas.

o Establecer tiempos reales de andlisis al utilizar ambos métodos analiticos.
o Calcular los costos de andlisis de ambos métodos analiticos.
o Determinar la precision del HPLC y la titulacién potenciométrica dcido-base en

la cuantificacion de Alendronato.

o Evaluar la exactitud de los resultados obtenidos al implementar ambos métodos
a las muestras de Alendronato.

o Comparar los datos obtenidos de ambos métodos y especificar ventajas y

desventajas de cada uno.



6. HIPOTESIS

El andlisis cuantitativo de Alendronato en tabletas por el método de titulacion
potenciométrica acido-base reduce el tiempo empleado en el andlisis, baja los costos de
operacion, es preciso y exacto en los resultados, por lo que genera resultados confiables

como los del método de cromatografia liquida de alta resolucion.



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO Y MUESTRA:

Se trabaj6 en la unidad de Fisico-Quimico de Medicamentos del Laboratorio
Nacional de Salud, utilizando una muestra homogénea de tabletas de Alendronato
luego de su anélisis y con dictamen por parte del Laboratorio Nacional de Salud.

El método de andlisis fue la Titulacién Acido-Base y la Cromatografia Liquida de

Alta Resolucion.

7.2 RECURSOS:

7.2.1 Recursos Humanos:

e Autor: Br. Marilyn del Rosario Valdés Pérez.
e Asesora: Licda. Julia Amparo Garcia Bolafios.

e C(Co-asesora: Licda. Millie Elizabeth Cruz Aguilar.

7.2.2 Recursos Institucionales:

¢ Biblioteca Central de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

e Biblioteca de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.

¢ Biblioteca de la Universidad del Valle de Guatemala.

¢ Biblioteca de la Universidad Francisco Marroquin.

¢ Centro Guatemalteco de Informacién de Medicamentos (CEGIMED).

e Seccién de Fisico-Quimico de Medicamentos del Laboratorio Nacional de

Salud.



7.2.3 Recursos Materiales:
7.2.3.1 Equipo:
¢ (Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion, Hewlett Packar, Agilent,
serie 1100 con detector de diodos DE33220791.
e Impresora Hewlett Packard Laser Jet 1100.
e Balanza analitica Metler Toledo, AE260 Delta Range
e Ultrasonido Branson 5510.
e Bomba de Vacio Millipore 18739
e Computadora Hewlett Packard, vectra VE.
® Sostenedor de Buretas con base de porcelana.
e (Centrifuga.

e Potenciometro Termo Orion model 410A+.

7.2.3.2 Materiales:

o Columna para HPLC L-21, de 250 mm de largo y 4.1 pum de
diametro.

o Filtros cartucho de 0.45 pm.

o Filtros Wathman No. 5.

o Papel pH.

o Espétula

o Varilla de agitacion.

o Membranas hidrofilicas 0.45 um.

o Papel bond para impresora.

7.2.3.3 Cristaleria:
° Balones de aforo de 5, 10, 25, 50, 100 y 1000 mL.
o Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 mL.
o Beacker de 400 mL.



] Pipetas volumétricas de 1, 2, 4, 5, 10 y 25 mL.
° Probetas de 50,100 y 1000 mL.

o Kitazato de 1000 mL.

. Bureta de 10 mL.

o Morteros con pistilo de porcelana.

o Tubos de polipropileno para centrifuga de 50 mL.

7.2.3.4  Reactivos:
o Agua desmineralizada.
. Hidréxido de Sodio Titrisol (NaOH) 0.01 N.
. Indicador Fenolftaleina TS.
. Agua grado HPLC.
o Acetonitrilo grado HPLC.
° Citrato de sodio dihidratado (C¢HsNa307.2H,0).
] Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPO,).
e Acido fosférico (HsPO4) — al 85 %.
° 9-Fluorenilmetil cloroformato (C;5sH;;ClO,)= FMOC.
° Borato de Sodio decahidratado (Na,B407.10 H>,O).
. Metanol grado HPLC (CH3;0H).
. Cloruro de metileno (CH,CL).

° Estandar de Alendronato.

7.3 PROCEDIMIENTO:

7.3.1 Seleccion de la Muestra y Recoleccion de Datos:
Se seleccioné una muestra homogénea de tabletas de Alendronato las
cuales tenfan igual fecha de manufactura, vencimiento y nimero de lote a la vez

que se dispuso de un nimero de tabletas suficiente para poder realizar la



cantidad de andlisis necesarios para que el estudio presentara significancia

estadistica.

7.3.2 Analisis de Muestra:

7.3.2.1 Método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC): 17

7.3.2.1.1 Se prepararon las siguientes soluciones:

a. 9-Fluorenilmetil cloroformato al 0.1%:
- Pesar 25 mg. De FMOC en un matraz volumétrico seco
de 25 mL.
- Disolver y diluir con acetonitrilo hasta el aforo.

- Mezclar bien.

b. Buffer de borato de sodio 0.1 M (pH original ~ 9.3):
- Disolver 38.1 g. de borato de sodio decahidratado en
900 mL de agua aproximadamente.

- Diluir con agua hasta 1000 mL. y mezclar bien.

c. Diluyente:

Soluciéon  amortiguadora de citrato y  fosfato
(CsHsNa3z07.2H,0 0.05 M, Na,HPO,4 0.05 M, pH 8.0):

- Disolver 14.7 g de citrato de sodio dihidratado y 7.05 g.
de fosfato dibdsico de sodio anhidro en 900 mL. de
agua.

- Ajustar el pH a 8.0 con acido fosforico.

- Diluir con agua hasta 1000 mL y mezclar bien.



d. Citrato de sodio 0.1 M:
- Pesar 29.4 g de citrato de sodio dihidratado en un
recipiente adecuado.

- Disolver en 1000 mL de agua y mezclar bien.

e. Fase Movil (acetonitrilo:metanol:soluciéon amortiguadora
de citrato y fosfato, 20:5:75):
Mezclar perfectamente:
- 200 mL. de acetonitrilo
- 50 mL de metanol

- 750 mL de solucién amortiguadora de citrato y fosfato.

7.3.2.1.2 Condiciones cromatograficas:

Columna: Empaquetada L-21, 4.1pm de
tamafio de particula, 250 mm de
largo.

Volumen de inyeccién: 50 pl.

Flujo: 1.0 mL./minuto.

Detector: Absorbancia en UV a 266 nm.
Temperatura: 35°C.

Tiempo de corrida: 10 minutos.

7.3.2.1.3 Preparacion de estdndar:
a. Solucién concentrada del estandar:
- Pesar 19.6 mg del estindar de referencia de
Alendronato de sodio en un matraz volumétrico de 25
mL.
- Disolver y diluir con citrato de sodio 0.1 M hasta la

marca del aforo, mezclar bien, para dar una solucién



de 0.784 mg/mL. de Alendronato de sodio en citrato
de sodio 0.1 M.

b. Solucién de estandar al 50%:

Preparar una dilucién 1 en 2 de la solucion de trabajo
del estandar en citrato de sodio 0.1 M.

Pipetear volumetricamente 5 mL a un matraz
volumétrico de 10 mL.

Diluir con citrato de sodio 0.1 M hasta aforar, para

dar un concentracién de 0.392 mg/ml.

7.3.2.1.4 Preparacién de la muestra:

a. Solucién madre:

Pesar en conjunto 20 tabletas de Alendronato y
calcular el peso promedio.

Triturar en un mortero las tabletas y pesar el
equivalente a 20 mg de Alendronato.

Llevarlos cuantitativamente a un matraz volumétrico
de 25 mL.

Diluir con citrato de sodio 0.1 M hasta la marca del
aforo.

Agitar y sonificar la solucion por 5 minutos.

b. Solucién de trabajo:

Tomar una alicuota de 5 mL de la solucién madre a
un matraz volumétrico de 10 mL
Aforar con citrato de sodio 0.1 M, mezclar bien y

filtrar con papel Wathman No.5.



7.3.2.1.5 Derivatizacion de la molécula:

Pipetear a un tubo de centrifuga de polipropileno de 50

mL y en el siguiente orden:

BLANCO ESTANDAR[] | ESTANDAR MUESTRA
50%

5 mL de agua 5 mL St. [ ] SmL St.a50|5 mL de Sol
% madre

5 mL de borato

de sodio

5 mL de borato | 5 mL de borato | 5 mL de borato

de sodio de sodio de sodio

4 mL de FMOC

4 mL de FMOC | 4 mL de FMOC | 4 mL de FMOC

Mezclar en un agitador de vértice durante ~ 30 segundos
(la mezcla manual no basta).

Dejar en reposo los tubos a temperatura ambiente durante
25 minutos desde el momento de adicion del reactivo de
FMOC.

Agregar 25 mL de cloruro de metileno, agitar durante 30
a 45 segundos aproximadamente. Aflojar el tapon para
liberar la presion del tubo y volver a apretar el tapon.
Centrifugar durante 10 minutos ( ~ 1500 p.m.).

Trasladar una porcién de la capa acuosa superior a un vial
de muestra para realizar el andlisis por HPLC. Tener
cuidado en no agregar cloruro de metileno residual al vial

para HPLC.



7.3.2.1.6 Adecuacion del sistema y procedimiento:

a. Encender el aparato y esperar a que se estabilice, dejando
correr para ello la fase movil.

b. Inyectar un blanco que ha sido derivatizado y proceder
con su cromatografia por alrededor de 25 minutos.

c. Inyectar la solucion de trabajo del estindar que ha sido
derivatizada, repetir 5 veces ésta inyeccion.

d. Inyectar la solucion estdndar al 50% sometida a
derivatizaciéon. Inyectar por duplicado la solucion de

trabajo de la muestra sometida a derivatizacion.

7.3.2.1.7 Calculos:

(AM)(WS)(DM)(P)(F)(]OO) = % de Alendronato (eq. a Acido Alendrénico.)
(As)(Ds)(N)(LC)

Donde:

Au=  Area del pico de Alendronato en el cromatograma de trabajo
de la muestra.

As=  Area del pico del Alendronato en el cromatograma de trabajo

del estandar.

Ws= Peso del estandar de referencia de Alendronato de sodio en
mg.
P = Pureza del estandar de referencia de Alendronato de sodio

expresada como una fraccién decimal.
Du=  Factor de dilucién de la muestra.
Ds. = Factor de dilucion del estandar.

LC=  Cantidad tedrica en mg/tableta.



7.3.2.2

F = Factor de conversion de la sal de sodio al 4cido libre = 0.919.
N = Numero de tabletas empleado:
Ensayo de muestra compuesta = 10

Uniformidad de contenido = 1.

Titulacion Potenciométrica Acido-Base:

7.3.2.2.1 Preparacion de la muestra:

Pesar en conjunto 20 tabletas y calcular el promedio

del peso de una tableta. Triturar las tabletas en un mortero.

7.3.2.2.2 Valoracion del principio activo:

Pesar el equivalente de 10 mg de Alendronato.
Transferir cuantitativamente a un matraz erlenmeyer de 250
mL, adicionar 50 mL de agua desionizada y sonificar durante
10 minutos, agregar tres gotas de fenolftaleina y titular con
solucién de hidréxido de sodio 0.01 N en el potenciémetro
hasta que haga el viraje de pH correspondiente. Anotar el
volumen de NaOH gastado. Cada mililitro de hidréxido de
sodio 0.01 N es equivalente a 2.711 mg de alendronato

sodico.

7.3.2.2.3 Realizar un blanco, adicionando 50 mL de agua
desionizada y tres gotas de fenolftaleina, titular con solucién
de hidréxido de sodio 0.01 N en el potenciometro hasta que
haga el viraje de pH correspondiente. ~ Anotar el volumen
gastado de NaOH y realizar los cdlculos como se indica en el

siguiente inciso.



7.3.2.2.3 Calculos:

% = [(Vmta — Vbco)(Eq)(FN)(303.1/325.12)(Pmta)/100].

Donde:

Vmta = Volumen de NaOH 0.01 N de la muestra.
Vbco = Volumen de NaOH 0.01 N del blanco.
Eq = Equivalente 2.711 mg/ml.

FN = Factor de normalidad NaOH 0.01 N.
303.1 = Peso molecular de alendronato base.
325.12 = Peso molecular de alendronato sédico.
Pmta = Peso de la muestra en mg.

100 = Peso promedio tedrico.

7.3.3 Disefio Estadistico:

7.3.3.1 Precision:

Se midi6 el grado de concordancia entre los valores obtenidos al
aplicar el método analitico a una muestra homogénea de concentracion
conocida, estableciéndola en base a la repetibilidad y reproducibilidad

de los resultados.

7.3.3.1.1 Repetibilidad:

Se determiné por el grado de variacién que se obtuvo
al aplicar cada método por el mismo analista. La muestra
homogénea se analiz6 por el mismo analista doce veces; se
calcul6 la media, desviaciéon estdndar y coeficiente de

varianza.



7.3.3.2

7.3.3.1.2 Reproducibilidad:

Se determiné por el grado de variacién que se obtuvo
en los resultados, al ser aplicados los métodos por cuatro
analistas diferentes. Cada analista efectudé cuatro veces el
andlisis. La variante en las condiciones de andlisis fue el dia
de elaboracién del andlisis. La reproducibilidad en los
métodos se determind por la media, desviacion estdndar y

coeficiente de varianza.
Exactitud:

La muestra homogénea fue analizada por ambos métodos y por el
mismo analista realizando para ello, una curva de calibraciéon que
incluyd cinco concentraciones diferentes, tomando como
concentraciéon al 100% la utilizada para la determinacién de
repetibilidad en la prueba de precision segin sea el método analitico.
Se determiné por el grado de concordancia entre el valor experimental
obtenido por el método instrumental y el valor tedrico. Los resultados
se analizaron calculando el promedio, desviacion estidndar y
coeficiente de correlacion lineal (r) de los porcentajes obtenidos por
ambos métodos, aceptando como minimo un r = 0.997 y r* = 0.995

para ambos métodos '+ 1219,



7.3.3.3

Prueba de comparaciéon de métodos:

Se evaluaron los métodos por medio del coeficiente de
correlacién intraclase, midiendo la concordancia entre ellos. Donde el
resultado >0.75 se tomd como un resultado positivo para la
comparacion de los métodos y <0.75 negativo para la comparacion. El

coeficiente de correlacion intraclase esta dado por la siguiente férmula:

Re = Sa° + Sg° - (Sap)
Sa> + Sp* — ( Xa-Xg)’

Donde:

Sa = Desviacién estandar de los resultados obtenidos por el método
de titulacién potenciométrica.

Sg = Desviacidén estandar de los resultados obtenidos por el método
de HPLC.

Xa = Promedio de los resultados obtenidos por el método de
titulacion potenciométrica.

Xp = Promedio de los resultados obtenidos por el método de HPLC.



8. RESULTADOS

8.1 PRECISION
8.1.1 Repetibilidad

Tabla 8.1.1.1 Resultados obtenidos por anélisis de Alendronato por HPLC

MUESTRA PESO AREA PORCENTAJE
(g (%)

Ml 0.1009 [ 5392.33008 105.1
M2 0.1019 | 5457.06152 105.3
M3 0.1068 | 5226.91797 96.2
M4 0.1001 {4881.98389 99.7
M5 0.1044 {5319.80127 99.7
M6 0.1024 | 5395.98389 103.1
M7 0.1004 | 5420.27881 105.3
M8 0.1033(5320.52148 100.5
M9 0.1004 | 5179.08984 100.7
M10 0.1034 | 5401.65674 102.5
Ml11 0.1061 |5577.31982 103.2
M12 0.1012 5402.47070 104.8

Promedio = 102.2

Des. St. = 2.8579

Coef. Var.= 2.7966



Tabla 8.1.2.1 Resultados obtenidos por anélisis de Alendronato por Titulacién

Potenciométrica Acido-Base.

MUESTRA| PESO  [VOLUMEN IPORCENTAJE
() mL %o

M1 0.0491 4.15 100.2
M2 0.0508 4.25 99.4
M3 0.0506 4.25 99.7
M4 0.0500 4.25 100.7
M5 0.0500 4.30, 102.2
M6 0.0501 4.20 99.5
M7 0.0509 4.35 101.7
M8 0.0509 4.40 102.9
M9 0.0500 4.25 100.9
MI10 0.0493 4.25 102.4
Ml11 0.0498 4.26 101.5
M12 0.0513 4.35 100.9

Promedio = 101.0

Desv. St. = 1.1679

Coef. Var.= 1.1565




Tabla 8.1.2.1 Resultados obtenidos de andlisis de Alendronato por HPLC

8.1.2 Reproducibilidad:

MUESTRA PESO AREA RESULTADO

M1 0.1016 4989.17676 96.8
M2 0.1020 5341.48828 103.2
M3 0.1010 5030.30176 98.2
M4 0.1005 3945.92285 95.4

Promedio = 98.4

Des. St. = 3.3998

Coef. Var.= 3.4554

Tabla 8.1.2.2 Resultados obtenidos de andlisis de Alendronato por

Titulacion Potenciométrica Acido-Base

PESO VOLUMEN [PORCENTAJE
ANALISTA () (mL) (%)

A-1 0.0509 4.40 110.4

A-2 0.0511 4.35 108.6

A-3 0.0504 4.35 110.1

A-4 0.0502 4.45 113.3
Promedio = 110.6
Des. St. = 1.9471
Coef. Var.= 1.7605




8.2 EXACTITUD:

Tabla 8.2.1 Curva de calibracion del andlisis de estandar de Alendronato por el

método de HPLC
ESTANDAR AREA CONC[Enlng/ﬁi‘]CION

St-60 % 547.39 0.1012
St-80 % 122670 0.2024
SE-100 % 193847 0.3036
SE120 % 252514 0.4048
St-140 % 3334.92 0.5060

r= 0.9991

12 = 0.9982

Tabla 8.2.3 Curva de calibracion de estandar de Alendronato por el método de

Titulacion Potenciométrica Acido-Base.

VOLUMEN Cantidad de St.
St. (mL) (g
1 1.90 5.0440
2 3.35 10.0880
3 5.15 15.1320
4 7.10 20.1760
5 8.53 25.2200
r = 0.9986

2 = 0.9972

-
|



8.3 COMPARACION DE LOS METODOS:

Tabla 8.3.1 Resultados obtenidos de analisis de Alendronato por Titulacién

Potenciométrica Acido-Base

Rec = SAZ + SBZ - (SA-B)_2

Sa> + Sp° — ( Xa-Xg)

Re =8.1676 + 1.3640 _ (28561 =  6.68

8.1676 + 1.3640 (1.4400)* 8.09

> 0.75 = METODOS COMPARABLES
< 0.75 = METODOS NO COMPARABLES

8.4 TIEMPO

Grafica 8.4.1
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8.5 COSTO

Grafica 8.5.1
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En la presente investigacion se compararon los métodos de cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) y la titulacion potenciométrica &acido-base, utilizados para el
andlisis quimico cuantitativo de Alendronato; evaluando la precision, exactitud,

concordancia, tiempo y costo de ambos métodos.

La precision de ambos métodos se determiné de acuerdo a la repetibilidad y
reproducibilidad en sus resultados, utilizando como medida estadistica el coeficiente de
varianza resultante del andlisis de ambos métodos a una muestra homogénea. En los
resultados se muestran los datos de precision obtenidos en la investigacién donde se
observa que el coeficiente de varianza de los métodos de titulaciéon potenciométrica y
HPLC es de 1.16 y 2.79 para la repetibilidad y de 1.79 y 3.46 para la reproducibilidad,
respectivamente.  Manifestdndose un coeficiente de varianza mayor para el método de
HPLC que para la titulacién potenciométrica, lo que indica que los datos por HPLC tienden
a estar en un rango de valor mayor que para el método potenciométrico. Cabe mencionar
que estos resultados se deben a que en la realizacién de la cuantificacion de Alendronato
por HPLC aumenta la manipulacién de la muestra por parte del analista, desde el periodo
que se pesa la muestra (y se agregan los reactivos de derivatizacion), hasta que se coloca en
el sistema cromatografico; por otro lado, el método potenciométrico es mas directo y breve

en lo que a obtencion de resultados se refiere.

La exactitud se midi6 por medio de los factores de correlacidn (r), el cual indica que
la proporcién con la que aumentan las concentraciones en un método debe ser directamente
proporcional a la medida de su respuesta. En el caso del HPLC su respuesta se mide por
medio de dreas y en el caso de la titulacion por medio de volumen gastado. Se realizé una
curva de calibraciéon con el estandar de Alendronato para cada método, donde se
compararon los “r” obtenidos. El factor de correlacién encontrados para HPLC vy

Titulacién fue de 0.999 y 0.998, respectivamente; este dato demuestra que el método de

HPLC es 0.1% més exacto que el método de Titulacién, pero ambos estan arriba del



minimo permitido (0.997). Por lo que la Titulacién potenciométrica presenta exactitud

aceptable para la cuantificacion de Alendronato.

Se midié el coeficiente de correlacién de concordancia o intraclase (Rc) obteniendo
un valor de 0.82532 (tabla 8.3.1), lo cual indica que ambos métodos son equivalentes,
sustituibles y comparables al ser mayor de 0.75 el valor obtenido. EIl coeficiente de
correlacion de concordancia se utiliza para comparaciones, ya que da una respuesta a la

reproducibilidad de las medidas de dos variables.

Con respecto al tiempo y nimero de muestras a analizar por ambos métodos, el
método de titulacion potenciométrica utiliza el 30 % del tiempo necesario para analizar una
muestra por HPLC y que aunque el nimero de muestras aumente la razén del tiempo se
mantiene constante, por lo que la utilizacion de un equipo cromatogrifico con

automuestreador inclusive, no favorece el tiempo para la obtencién de resultados.

Al evaluar el costo de los métodos utilizados en el método de HPLC el costo del
andlisis es mayor que en la titulacion potenciométrica, no tomando en cuenta que la
disponibilidad y mantenimiento del equipo de HPLC es también mayor que la de un
potenciometro. En la grafica 8.5.1 se expone como los costos no se compensan al
aumentar el nimero de muestras a 100 y como es que el método potenciométrico se

mantiene en un 30% por debajo de lo que significa utilizar el método de HPLC.

Por lo tanto, el método de titulacién potenciométrica dcido-base demuestra que es
comparable al método de HPLC, presentando el primero mayor ventaja al ser un método
sencillo, directo, de elevada precision, aceptada exactitud, breve y econémico, por lo que
con el método potenciométrico se obtienen resultados confiables y equivalentes al HPLC.
Con estos resultados se demuestra que la hipdtesis planteada es verdadera, y asi se propone
la titulacién potenciométrica acido-base como un método eficiente para el control de

calidad de Alendronato en tabletas.
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10. CONCLUSIONES

El método de titulacién potenciométrica acido-base es eficiente para el
analisis quimico cuantitativo de Alendronato en tabletas a comparacion del
método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La utilizacién de la titulacién potenciométrica para la cuantificacion de
Alendronato disminuye el tiempo a un 30% del necesario para el método
por HPLC.

El método de titulacion potenciométrica dcido-base genera menos costos de
andlisis que el generado por el método de HPLC para la cuantificaciéon de
Alendronato.

El rango de variabilidad en los resultados para la cuantificacién de
Alendronato es mayor en el método de HPLC que en la titulacién
potenciométrica, lo que demuestra que el método potenciométrico es mas
preciso.

La exactitud de los métodos de titulacién potenciométrica y HPLC no tienen
diferencia significativa y cumplen con los limites minimos permitidos.

Los métodos de titulacién potenciométrica 4cido-base y HPLC utilizados
para la cuantificacion de Alendronato de Sodio son comparables,
equivalentes y sustituibles.

El método de titulacién potenciométrica &4cido-base presenta mejores
ventajas en cuanto a tiempo y costo que el de HPLC para el anélisis quimico
cuantitativo de Alendronato.

Los resultados en el andlisis cuantitativo de Alendronato en tabletas por el
método de titulacion potenciométrica dcido-base son confiables y sustituibles

con los del método de HPLC.



11.2

11. RECOMENDACIONES

Implementar y validar el método de titulaciéon potenciométrica acido-base para la
cuantificacién de Alendronato de sodio dentro de la Unidad de Fisico-Quimico de
Medicamentos del Laboratorio Nacional de Salud, como método oficial para éste
principio activo por ser un método comparable al de HPLC y con el cual se obtienen

resultados confiables, rapidos y econémicos.

Continuar la investigacion en la comparacion de métodos analiticos aplicados a
otros principios activos, ya que permite encontrar alternativas de andlisis ante
metodologias complejas y que proporcionan mejores ventajas sobre costo, tiempo,

exactitud y precision; sin afectar la calidad de los resultados.
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13. ANEXOS

ANEXO 1

GRAFICA 1.1
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GRAFICA No. 1.2
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ANEXO 2

Calculos realizados para la cuantificacion de Alendronato por HPLC:

Calculos realizados para la cuantificacion de Alendronato por titulacion

potenciométrica acido-base:
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