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Permanganometry for the Determination of Strontium and Strontium Ranelate in
Pharmaceutical Formulation for the Treatment of Postmenopausal Osteoporosis

Abstract: Strontium ranelate is the active agent of a medicine developed for postmenopausal osteoporosis
treatment. According to the literature, there are no reports of analytical methods for the determination of
strontium in this matrix. Low doses of strontium have important pharmacological effects on bone; however,
high doses of this element may cause toxic effects as skeletal abnormalities, rickets and defective bone
mineralization.

Because of this, it is important to quantify strontium in new pharmaceutical formulation. Therefore, the
current study aims to develop and apply a classical analytical method based on the oxidation-reduction
volumetry (specifically permanganometry), for simple, fast and low cost quantification. In addition, quality
drug control, specifically the dosing test, which quantifies the amount of strontium ranelate in the medicine,
may be indirectly carried out using the suggested method for determining strontium. The method was
validated according to the following analytical analytical parameters: linearity, limit of quantification, limit of
detection, precision, accuracy and robustness.

Keywords: Osteoporosis; strontium ranelate; strontium; oxidation-reduction volumetry; permanganometry.

Resumo

O ranelato de estréncio é o principio ativo de um medicamento desenvolvido para o tratamento da
osteoporose pds-menopausa e ainda ndo ha, na literatura, relatos de métodos analiticos para a determinagdo
de estroncio nessa formulagdo farmacéutica. Baixas doses de estroncio exercem efeitos farmacoldgicos
importantes nos 0ssos, no entanto, altas doses deste elemento podem provocar efeitos indesejaveis, como
anormalidades esqueléticas, raquitismo e deficiéncia na mineralizagdo dssea.

Devido a isso, torna-se importante a quantificagdo de estréncio na formulagdao farmacéutica e, sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi desenvolver e aplicar um método analitico classico, baseado na volumetria de
oxidagdo-reducdo (especificamente a permanganimetria), para uma quantificagdo simples, rapida e de baixo
custo. Além disso, o controle de qualidade fisico-quimico do medicamento, especificamente o ensaio de
doseamento ou poténcia, que visa quantificar o teor de ranelato de estréncio no medicamento, pode ser
realizado de forma indireta com o método proposto, através da determinagdo de estroncio. O método
proposto foi validado com sucesso atendendo aos seguintes parametros analiticos: linearidade, limite de
quantificagdo, limite de deteccdo, precisdo, exatiddo e robustez.
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1. Introdugao

A osteoporose, uma doenga que
representa um problema de salde publica no
Brasil, estd se tornando cada vez mais
relevante com o envelhecimento da
populagdo, sendo mais frequente em
mulheres, principalmente na pos-
menopausa.1 Em 2010, um estudo
epidemioldgico realizado no Brasil,
apresentou moderada incidéncia de fraturas
em mulheres acima de 50 anos com
osteoporose. Segundo esse estudo, a

prevaléncia de fraturas de todos os tipos
variou entre 11% e 24%, e a mortalidade
apos as fraturas, variou entre 22% e 30%,
além de estarem associadas a altas taxas de
incapacidade fisica, piora da qualidade de
vida e excessivo impacto sobre o sistema de
satude.” No Brasil, os gastos com o
tratamento e a assisténcia no Sistema Unico
de Saude (SUS) em 2010 foram de
aproximadamente RS 81 milhdes para a
atencdo ao  paciente  portador de
osteoporose e vitima de quedas e fraturas.’

A osteoporose pds-menopausa é causada
pela deficiéncia de estrogénio, apds cessar a
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funcdo ovariana, sendo caracterizada por
alteracbes na remodelacdo &ssea, com
excessiva reabsorcdo (remog¢do do o0sso
mineralizado) e inadequada formacgdo dssea,
resultando em diminuicdo da densidade
mineral dssea e aumento do risco de
fraturas.*’

Dentre os principais agentes utilizados
para o tratamento da osteoporose pos-
menopausa estdo 0s bifosfonatos,

fe
HO—p!_on

HO

HO~p—0" Na*
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principalmente alendronato de sddio e
risedronato de sddio (Figura 1), porém ha
relatos de reagGes adversas associadas ao
uso prolongado destes agentes, como por
exemplo, a fibrilacdo atrial e a osteonecrose
de mandibula.b Além disso, apesar destes
farmacos serem potentes inibidores da
reabsorcdo, ndo exercem efeito na formacgao
dssea.’

NH,

1 Alendronato de sddio

2 Risedronato de sddio

Figura 1. Estrutura molecular do alendronato de sédio (1) e do risedronato de sddio (2)

Sendo assim, em busca de novos
medicamentos mais seguros e com maior
eficacia, alguns estudos in vivo e in vitro
foram realizados e atestaram que baixas
doses de estréncio ndo so inibem a
reabsor¢dao, como também estimulam a
formagdao dssea, levantando a hipdtese de
que os sais de estrOncio poderiam ter
aplicagbes terapéuticas no tratamento da
osteoporose.®™?

O ranelato de estréncio, quimicamente
designado como 5-[bis(carboximetil)-amino]-
4-ciano-3-tiofenoacetato de diestroncio, foi
aprovado em 2004 pela European Medicines
Agency®, e em 2005 pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)™ como
principio ativo de um medicamento oral
desenvolvido para o tratamento da

osteoporose pds-menopausa. O ranelato de
estroncio possui dois dtomos de estroncio e
um ligante denominado 4cido ranélico
(Figura 2).

Esta substancia foi escolhida, em estudos
clinicos e farmacoldgicos, entre diversos sais
de estroncio por apresentar melhores
caracteristicas fisico-quimicas (solubilidade e
estabilidade) e farmacocinéticas
(biodisponibilidade), além de apresentar agdo
especifica sobre as células 6sseas.” O &cido
ranélico ndo é metabolizado, tem baixa
ligacdo as proteinas plasmdticas, ndo se
acumula no organismo humano e é
rapidamente eliminado por via renal,
deixando os dois atomos de estrdncio livres,
responsaveis pelo mecanismo de ag¢do do
farmaco.™

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 6| |2124-2138|



LVaq

Povoa, M. N. et al.

Figura 2. Estrutura molecular do ranelato de estroncio

Estudos farmacolégicos em animais e
estudos experimentais em células dsseas in
vitro mostraram que o ranelato de estroncio
atua através de um duplo mecanismo de
acao, induzindo a formacdo de osteoblastos
(células responsaveis pela formagdo de nova
matriz dssea) e aumentando a sintese de
colageno (o principal componente da matriz
organica do 0sso).”” Além disso, o agente

|Osteoclastos I
(células que

IOsteécitosI

(células do
tecido bsseo)

removem o
tec1do dsseo)

ativo diminui a reabsorc¢do éssea, induzindo a
apoptose (morte celular) dos osteoclastos
(células responsaveis pela remog¢do de osso
mineralizado). Em ratos normais, o ranelato
de estroncio induziu a formacdo 6ssea e a
reducdo da reabsorcdo éssea, aumentando a
densidade mineral éssea.”**" Portanto, o
ranelato de estroncio é pro-formador e
antirreabsortivo (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de remodelagdo dssea e a agdo do farmaco ranelato de estréncio (adaptado de
Rang e colaboradores)*®

O efeito do estréncio nos ossos depende
da concentracdo utilizada. Baixas doses de

N . -1 s
estroncio (<4 mmol Sr Kg™ de peso corpdéreo)
exercem efeitos farmacoldgicos importantes
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para o tratamento da osteoporose, conforme
descrito anteriormente. No entanto, elevadas
doses de estroncio podem induzir
anormalidades esqueléticas, raquitismo e
deficiéncia na mineralizagio 6ssea.® Alguns
estudos mostraram que altas concentragdes
de estréncio diminuem a atividade da enzima
D3 hidroxilase, que ativa a vitamina D3.21619
A vitamina D3 hidroxilada aumenta a
absorcdo intestinal de cdlcio. Logo, a reducdo
da forma ativa desta vitamina pode levar o
0sso a osteomaldcia, caracterizada pela
diminui¢do da mineralizacao do osso cortical
e trabecular, com acumulo de tecido
osteoide ndo mineralizado ou pouco
mineralizado."

Portanto, devido aos efeitos tdxicos
provocados por altas concentracbes de
estroncio, torna-se importante a
guantificacdo deste elemento na formulacdo
farmacéutica desenvolvida para o tratamento
da osteoporose pds-menopausa.

Ademais, o controle de qualidade fisico-
guimico do medicamento, especificamente o
ensaio de doseamento ou poténcia, que visa
quantificar o teor de ranelato de estroncio no
medicamento, pode ser realizado de forma
indireta através da determinacdo de
estroncio. Atestar que a informagdo em
relacdo a dose do principio ativo disposta no
rotulo corresponde ao conteiudo do
medicamento, é imprescindivel para que o
produto seja aprovado no controle de
qualidade e garante a eficdcia e seguranca do
medicamento, uma vez que concentragdes
excessivas de ranelato de estroncio e,
consequentemente de estrdncio, podem
provocar numerosos efeitos indesejaveis.

Os métodos analiticos de doseamento
podem ser subdivididos em métodos
classicos (volumétricos e gravimétricos) e
métodos instrumentais.”® Na area de quimica
analitica, ainda s3o raros os estudos com
relacio ao ranelato de estroncio e,
particularmente, com relacdo ao estroncio no
medicamento de interesse, sendo
encontrada na literatura apenas a
determinacdo do primeiro pelos métodos
analiticos instrumentais de espectroscopia na
regido do ultravioleta visivel”, cromatografia

Vo

liquida de alta eficiéncia (CLAE)*?® e
eletroforese capilar, que serd adotado como
método de referéncia para fins de
comparagao com este trabalho."’
Obviamente, os métodos instrumentais se
destacam pela maior sensibilidade. Porém, os
métodos classicos ainda sdo apontados como
os oficiais em um numero significativo de
doseamentos descritos em farmacopeias, o
que é justificado pela maior simplicidade,
baixo custo dos reagentes necessarios e boa
precisio e robustez.”’

Sendo assim, o presente trabalho teve
como objetivo adotar e aplicar a volumetria
de oxirreducao, especificamente a
permanganimetria, para a determinacdo de
estroncio e, consequentemente, de ranelato
de estroncio, na formulacdo farmacéutica
desenvolvida para o tratamento da
osteoporose pds-menopausa, resgatando
assim a quimica analitica cldssica. A escolha
deste método classico de doseamento pode
ser uma alternativa rapida, simples e de baixo
custo para o controle de qualidade do
medicamento, j& que o estroncio pode ser
guantificado na matriz de analise por
permanganimetria, ndo sendo necessaria a
utilizacdo de métodos instrumentais com
maior sensibilidade e de custos mais altos.

2. Permanganimetria

A volumetria é dividida em quatro classes:
(i) acido-base, (ii) de precipitagdo, (iii) de
complexagdo e (iv) de oxirredugdo. Esta
ultima classe envolve a presenga de um
agente oxidante e um agente redutor para
que ocorra a reagao de oxidagdao-redugao, em
gue os elétrons sdo transferidos de uma
espécie quimica para outra.”

Os métodos de volumetria de oxirreducgdo
recebem nomes especificos, dependendo da
substancia utilizada para as determinacdes,
como é o caso da permanganimetria, que
utiliza o permanganato de potassio (KMnQ,),
um forte oxidante, como titulante.”® Neste
trabalho, o agente redutor utilizado foi o ion
oxalato (C,0,”) e a determinacdo de
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permanganimétricas sao realizadas em meio
acido para facilitar a oxida¢do da substancia
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em andlise, pois o permanganato (MnOj,)
apresenta trés processos redox bdsicos, como
mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Semirreac¢oes de processos redox do ion MnO,’

Semirreagao Meio E°(V)
MnO, + 8H' .o + 56 S Mn* )+ 4H,0 Fortemente acido 1,51
. . . Neut
MnO, + 2H,0 + 3e” 5 MnO, + 40H edtroot 1,68
fortemente alcalino
MnO, +e S MnO,” (ug Fortemente alcalino 0,56

A semirreacdo mostrada para os ions
permanganato, com a formacdo de ions
Mn?*, ocorre somente em solugGes de acidos
fortes de concentragéo =2 0,1 mol L™, Em meio
menos acido, o produto pode ser o Mn**,
Mn** ou Mn®, dependendo das condicdes
experimentais.zs’26

A reacdo entre o ion permanganato e o
fon oxalato se processa lentamente sob
temperatura ambiente. Portanto, é
necessario que a solugdo padrdo de
permanganato seja adicionada a uma solugao
a quente (cerca de 70 °C) de ion oxalato para
que a reacao de oxidagdo-redugdo ocorra
mais rapidamente.***°

A escolha da permanganimetria para a
realizacdo deste trabalho foi baseada nas
vantagens deste método classico de
doseamento: (i) simplicidade, (ii) baixo custo
e (iii) dispensa o uso de indicadores, pois a
coloracao violeta intensa do fon
permanganato indica o ponto final da
titulagdo, funcionando como autoindicador,
ao contrario de outras titulometrias, as quais
utilizam indicadores quimicos, redox e
especificos para a visualizacdo dos pontos
finais.”

3. Metodologia

3.1. Reagentes, solugbes e materiais

A 34gua ultrapurificada (resistividade >
18,2 MQ cm), utilizada para o preparo de
todas as solugdes aquosas, foi obtida a partir
do sistema de osmose reversa (Rios D3,
Millipore, EUA), seguido por sistema de
purificagdo de agua Simplicity (Millipore,
EUA).

O tamp3o acetato (1,0 mol L™, pH 5,0) foi
preparado em baldo volumétrico de 250,00
mL, através da mistura de 34,0 g de acetato
de sddio tri-hidratado com 25,80 mL de acido
acético glacial (ambos Vetec, Brasil),
completando o volume com 4gua
ultrapurificada.

As solugdes padrdo de estroncio, com
concentragdes na faixa compreendida entre
0,002 mol L* e 0,01 mol L* (175,0 mg L a
876,2 mg L"), foram preparadas em tamp3o
acetato (1,0 mol L pH 5,0), medindo massas
apropriadas de nitrato de estroncio (Vetec,
Brasil) em balanga analitica (GR-202, AND,
Japdo). Estas solugdes foram utilizadas para a
obtencgdo da curva analitica.

A solugdo de oxalato de amonio 0,05 mol
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L™, usada para a precipitagdo do estrdncio na
forma de oxalato de estréncio, foi preparada
medindo 0,7 g de oxalato de amdénio mono-
hidratado (Vetec, Brasil) e dissolvendo em
100,00 mL de agua ultrapurificada. As
centrifugacbes  destas  solugdes  apds
precipitacdo do oxalato de estréncio foram
realizadas em centrifuga BENFER (Brasil).

A solugdo de 4cido cloridrico 0,1 mol LY
utilizada para solubilizar o precipitado de
oxalato de estroncio, foi preparada a partir
da diluicdo de 0,8 mL da solucdo HCI 37% em
100,00 mL de agua ultrapurificada. O
aquecimento prévio destas solu¢bes a 70 °C
antes da titulacdo foi realizado em banho-
maria termostatico, modelo BM-02, Kacil
(Recife, Brasil).

A solucdo de permanganato de potassio
0,001 mol L (titulante) foi preparada por
diluicdo, em agua ultrapurificada, da solucao
estoque 0,02 mol L' previamente
padronizada com oxalato de sédio (padrao
primario).

As amostras do medicamento, cujo
principio ativo é o ranelato de estréncio,
foram adquiridas em farmacias localizadas
nas cidades de Niterdi e Rio de Janeiro, RJ -
Brasil. A formulacdo farmacéutica se
apresenta como pdé granulado para
suspensdo oral e é comercializada em
embalagens contendo 14, 28 ou 56 sachés.
Cada saché contém uma massa total de 4 g,
sendo 2 g de ranelato de estroncio e 2 g de
excipientes.

Os granulos do medicamento foram
retirados do saché e, apoés a
homogeneizagdao, uma massa de 0,1896 g foi
precisamente medida em balang¢a analitica e
solubilizada em 25,00 mL de tampao acetato
(1,0 mol L™, pH 5,0). Desta forma, preparou-
se a solucdo da amostra farmacéutica com

Vo

concentragdo tedrica equivalente a 0,005 mol
L™ de estrdncio.

3.2. Preparo das solugbes padrao e da
amostra

Em tubos Falcon de polipropileno foram
adicionados 5,00 mL das solu¢Ges padrio de
nitrato de estroncio (concentragbes de
estréncio entre 0,002 mol L™ e 0,01 mol LY,
utilizadas para a construgdo da curva
analitica, e 5,00 mL da solucdo de oxalato de
aménio 0,05 mol L™. Essas solugdes foram
agitadas em vértex por 1 min e, em seguida,
centrifugadas a 6000 rpm por 20 min,
obtendo, assim, o precipitado de oxalato de
estroncio (Figura 4A).

O sobrenadante foi retirado e, ao tubo
falcon contendo o precipitado de oxalato de
estroncio, foram adicionados 10,00 mL de
dgua ultrapurificada. Em seguida, o
procedimento de agitacio em voértex e
centrifugacdo descrito acima foi novamente
realizado (Figura 4B). O precipitado de
oxalato de estroncio lavado, obtido nesta
etapa, foi entdo dissolvido em solucdo
aquosa de acido cloridrico 0,1 mol L™ (Figura
4C). Esta solucdo foi levada ao aquecimento
em banho-maria a 70 °C por 10 min e, em
seguida, titulada, ainda quente e sob
constante agitacdo, com permanganato de
potassio 0,001 mol L™ (Figura 4D). Todo o
procedimento descrito acima foi realizado
em triplicatas auténticas ou verdadeiras, para
cada ponto da curva.

Para as solugGes das amostras (preparo
descrito na Se¢do 3.1), os mesmos
procedimentos descritos acima foram
realizados em seis replicatas auténticas para
cada amostra.
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Formagao do oxalato de estroncio
Sr%* aq) + (NH)2C50454)== SrC,0,) + 2NH,* o)

U

Lavagem de SrC,0, com agua ultrapura, .
(B) centrifugando a 6000 rpm por 20 min :

Y é

(€)

Dissolugdo do SrC,0, em meio acido

SrCy04) + 2HCI(aq) == H,C,04(3q) * SrCIz(aq) :

U

Aquecimento e titulagdo

2MnO, +5C,0,% + 16H* == 2Mn?* + 8H,0 + 10CO,

Figura 4. Diagrama simplificado das etapas envolvidas no processo de titulacdo do Sr** com
KMnO,

4. Resultados e discussao

4.1. Determinacao indireta de estréncio
em medicamento, por permanganimetria

Para solubilizar o oxalato de estroncio,
formado pela reagdo do estroncio com o
oxalato de amonio, foram testados os acidos
sulfirico e cloridrico nas concentragdes de
6,0; 4,0; 1,2 e 0,1 mol L™. O 4cido sulfdrico
nao solubilizou o oxalato de estréncio obtido,
enquanto que o acido cloridrico foi capaz de
solubilizar completamente o sal nas
concentragdes estudadas. Com isso, a
concentracdo de HCI 0,1 mol L™ foi escolhida,
pois além de ter sido suficiente para
solubilizar o sal (Figura 4C), também permite
que ocorra a redu¢do do permanganato a
Mn®* (reacdo mostrada na Tabela 1),
evitando que haja formagdo de Mn**, Mn*" e
Mn®".

acido para a
oxalato de estroncio

Apds a escolha do
solubilizagdo do

(SrC,0,), foi realizada a titulacdo utilizando a
solucdo de permanganato de potassio
(previamente padronizada) como solucgdo
titulante. Durante a titulagdo, o ion C,0,> é
oxidado enquanto acontece a reducgdo do ion
MnO,, conforme mostra a reacdo indicada
na Figura 4D.

A velocidade da reagdo entre o ion
permanganato e o ion oxalato é baixa e por
isso a boa repetibilidade dos resultados é
obtida somente em condi¢cdes previamente
estabelecidas e controladas. Uma dessas
condicdes é a utilizacdo de aquecimento
controlado a 70 °C para que a velocidade de
reagao seja suficientemente alta, conforme ja
explicado na Secdo 2.

A determinacdo de estroncio foi feita
indiretamente através da determinagdo
guantitativa do oxalato, ja que para cada mol
de oxalato tem-se um mol de estréncio e,
como o produto da reagdo é o Mn*" (incolor),
o ponto final foi visualizado com o
aparecimento de um rosa palido, devido ao
primeiro trago de excesso de permanganato
em solugdo, o qual funciona como um
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autoindicador.

A Tabela 2 mostra um resumo das
condi¢bes experimentais empregadas para
aplicacdo da permanganimetria na

Vo

determinacdo indireta de estroncio e,
consequentemente, de ranelato de estréncio,
no medicamento desenvolvido para o
tratamento da osteoporose pds-menopausa.

Tabela 2. Condi¢Bes experimentais empregadas para a determinacdo de estréncio em

medicamento por permanganimetria

Fatores

CondigGes

Titulante (agente oxidante)

KMnO, 0,001 mol L™

Solu¢do do agente redutor

(NH,),C,0, 0,05 mol L™

Acido HCl 0,1 mol L™
Autoindicador em meio acido KMnO, 0,001 mol L™
Temperatura de aquecimento da solucdo de C,0,” (Figura 4D) 70 °C

4.2. Validagdo do método analitico

Os parametros analiticos para a validagdo
do método de doseamento em questdo
foram obtidos de acordo com os seguintes
documentos: International Conference on
Harmonisation 1ICH Q2(R1)*’; Resolucdo (RE)
n°899 da ANVISA (considerando que este
trabalho  encontra-se  classificado  na
Categoria | da Tabela 2)**, e DOQ-CGCRE-008
("Orientagdo sobre validacdo de métodos
analiticos”) do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (INMETRO).” Apbds a
implementacdo das condi¢des experimentais

(Tabela 2), o método de doseamento
desenvolvido neste trabalho foi validado
através da avaliagdo dos seguintes

parametros: linearidade, limites de deteccdo
e quantificagdo (embora ndo seja uma
exigéncia para métodos volumétricos),
precisdo, exatiddo e robustez.

4.2.1. Linearidade

A faixa linear do método foi verificada
através de trés curvas analiticas obtidas a
partir de solucdes padrao de nitrato de
estroncio em diferentes concentragbes
preparadas em tamp3o acetato (1,0 mol L™,

pH 5,0). As medi¢Ges foram realizadas em
triplicata para cada um dos cinco niveis de
concentragdo). O comportamento linear na
faixa de concentracdo (expressa em massa de
Sr?* titulada) de 0,25 a 3,71 mg de estroncio
foi observado em todas as curvas analiticas,
sendo uma das curvas representada pela
equacgdo Y =192,48 X + 131,68 (Equacgdo 1), a
qual corresponde a concentragdo (mg L) de
Sr(NO;), = 192,48*massa Sr** titulada na
aliqguota de 10 mL + 131,68 (Figura 5).

O comportamento linear das curvas
analiticas foi indicado pelo valor de
coeficiente de determinacdo (r’), que foi
superior a 0,99, valor minimo aceitdvel como
critério de linearidade, segundo a ANVISA.”
O comportamento homocedastico dos
resultados foi mostrado através do gréfico de
residuos (Figura 6) e a sua distribuicdo
normal confirmada pelo teste de Shapiro-
Wilk (nivel de confianga de 95%), que foi
calculado através da seguinte equagdo: W =
b? / (n-1)*s’. Nesta equacgdo, b = 5 [a; (X(ne1)i =
X)), sendo a; as constantes geradas pelas
médias, varidncias e covaridncias das
estatisticas de ordem de uma amostra de
tamanho n de uma distribuicdo normal, e X;
os valores da amostra ordenados (X; é o
menor). O valor de W cuado= 43,170, acima
do valor critico tabelado (0,762), demonstrou
a aleatoriedade dos residuos ao longo da
melhor reta.*
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Figura 5. Curva representativa do método proposto
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Figura 6. Grafico de residuos mostrando o comportamento homocedastico dos resultados
obtidos

4.2.2. Limites de detecgdo e quantificagdo

A sensibilidade de um método é definida
pelos limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ).*! Para o caso em quest3o,
o primeiro ponto da curva analitica foi
considerado como LQ. Para o LD, o valor do
LQ foi dividido por 3,33. Obtiveram-se assim
os valores de LD (0,08 mg Sr*) e LQ (0,25 mg
Sr**), o que estd bastante satisfatdrio para as
condigbes implementadas na  técnica
utilizada.

4.2.3. Precisdo

A precisdo foi avaliada através da
repetitividade e da precisdo intermediaria,
embora esta Ultima n3do seja necessaria
segundo Resolucdo (RE) n°899 da ANVISA
(Categoria | da Tabela 2).2 A repetitividade
foi estimada através do desvio padrdo
relativo (DPR) baseado em seis titulagOes
consecutivas, sob as mesmas condicGes
analiticas e mesmo analista, realizadas a
partir de solu¢des padrdo de nitrato de
estroncio 438,1 mg L™ (equivalente a 1,59 mg
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de Sr** em 10 mL de solugdo, segundo a
Equacdo 1). Para os volumes (mL) de titulante
(solucdo de permanganato de potdssio 0,001
mol L) gastos nas titulagdes, o desvio padrio

Vo

relativo foi de 3,1 % (Tabela 3), sendo este
valor considerado satisfatério, pois € menor
que o valor maximo permitido (5 %).%"*®

Tabela 3. Precisdo do método em termos de repetitividade

Replicatas | Volume (mL) de titulante (KMn0,0,001 mol L)

1 8,00

2 8,15

3 7,85

4 8,60

5 8,10

6 8,10
Média 8,13
DPR (%) 3,10

A precisdao intermedidria do método foi
demonstrada através de seis titulacGes
independentes, a partir de soluges padrao
de nitrato de estroncio 438,1 mg Lt
(equivalente a 1,59 mg de Sr** em 10,00 mL
de solucgdo, segundo a Equacdo 1), realizadas

no mesmo dia, sob as mesmas condicoes,
porém por analistas diferentes. Os valores de
DPR para os volumes de titulantes gastos nas
titulagdes foram todos inferiores a 4,6%
(Tabela 4), sendo o resultado considerado
satisfatorio.

Tabela 4. Desvio padrdo relativo de cada analista para estudo da precisdo intermediaria do

método
Analista | Volume médio (mL) de titulante (n = 6) DPR (%)
1 8,13 +0,25 3,1
2 7,15 +0,32 4,5

O teste F-Snedecor foi aplicado para
verificar se as médias dos volumes de
titulante gastos na titulacdo, realizada por
diferentes analistas, sdo homocedasticas
(quando as varidncias associadas as médias
sdo estatisticamente equivalentes) ou
heterocedasticas (quando as variancias
associadas as médias nao sdao
estatisticamente equivalentes). Como o valor
de Feacuado (1,29) obtido foi menor que o de
Fuitico (7,146), a hipdtese nula deve ser aceita,
ou seja, as médias sdo consideradas
homocedasticas. A partir desse resultado,

presumindo que as médias apresentam
variancias equivalentes, o teste t-Student
(nivel de confianca de 95%) foi usado para
comparar as médias dos volumes de titulante
gastos na titulacdo realizada por diferentes
analistas. Neste caso, o valor de teicuado
(1,106) foi menor que o valor de
teritico-(1,812), de forma que a hipdtese nula
deve ser aceita, ou seja, as médias obtidas
pelos diferentes analistas sdo iguais.
Portanto, pode-se afirmar que o método
desenvolvido neste trabalho apresentou boa
precisdo intermediaria.*
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4.2.4. Ensaios de recuperacGo e
comparagdo com método de referéncia

A exatiddo do método foi avaliada através
de testes de recuperagdo, nos quais seis
replicatas auténticas de solugdes da amostra
foram fortificadas com concentragdo tedrica
de nitrato de estroncio 438,1 mg Lt
(equivalente a 1,59 mg de Sr** em 10,00 mL
de solugdo, segundo a Equacgdo 1). Amostras
nao fortificadas também foram analisadas
concomitantemente. Os testes foram
realizados em triplicata e as recuperacdes
calculadas segundo a  Equagdo  2:
Recuperagdo = [(C;-C,)/C5]*100, onde C, é a
concentracdo do analito na amostra
fortificada; C, é a concentracdo do analito na
amostra nao fortificada e C; é a concentracao
do analito adicionado na amostra. Todas as
concentracdes foram obtidas a partir das
curvas analiticas. Apds as titulagbes
realizadas nas condicdes implementadas
(Tabela 2), o valor médio da exatidao foi de
98,7 + 3,2%, mostrando que o método
desenvolvido é exato o suficiente para a
determinacdo de Sr*’, e consequentemente
de ranelato de estréncio, no medicamento.

As mesmas amostras (n=6) utilizadas para
os testes de recuperagdo descritos acima,
foram também analisadas em triplicatas
auténticas e comparadas com os resultados
obtidos por um método considerado como
referéncia, baseado em  eletroforese
capilar.”” A recuperagdo média calculada por

Tabela 5. Parametros analiticos de validagao
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eletroforese capilar foi de 102,1 + 1,8% e a
comparacdo das recuperagdes obtidas por
ambos os métodos através de teste t-Student
(95% de confianca) apresentou valor de
tealculado (0,707) menor que o valor de tgqico
(2,110), de forma que a hipdtese nula deve
ser aceita, ou seja, as médias obtidas pelos
diferentes métodos sdo iguais.

4.2.5. Robustez

A robustez do método foi avaliada
levando em consideracdo a variacdo da
temperatura de aquecimento da aliquota
durante a titulacdo. A variacdo da
temperatura, na faixa de 65 a 70 °C, mostrou
que nao houve diferenca significativa nos
resultados obtidos, com desvio padrao
relativo entre as medidas menor que 5%.
Logo, é possivel dizer que o método é
robusto com relagdo a esta faixa de variacao
de temperatura.

A Tabela 5 apresenta um resumo dos
parametros analiticos avaliados para a
validacdo do método analitico. O método
desenvolvido foi considerado validado, pois
atendeu a todos os parametros exigidos pela
Resolucdo (RE) n°899 da  ANVISA%,
International Conference on Harmonisation
ICH Q2(R1)*’ e pelo documento DOQ-CGCRE-
008 ("Orientagdo sobre validagdo de métodos
analiticos”) do INMETRO.?

Condi¢des da medigao Resultados
Equagdo da curva’ Y=192,48X + 131,68
r’ 0,9961

Limite de Detecgao

0,08 mg Sr** em 10 mL

Limite de Quantificagao

0,25 mg Sr*" em 10 mL

Repetitividade (DPR%, n = 7)

3,1 % (volume de titulante)

Precisdo intermediaria

(DPR%, n = 6)

tcalculado (1/106) < tcn’tico(lfglz)

Exatiddo (recuperagdo, n = 6)

98,7 +3,2%

?Y é a concentracgdo (mg L™) de Sr(NOs), e X é a massa de Sr** titulada na aliquota de 10 mL

(segundo procedimento descrito na Segdo 3.2).
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4.3. Aplicagdo do método em amostras
comerciais

A aplicabilidade do método foi verificada
em trés amostras (diferentes lotes) da
formulagdo farmacéutica de interesse
(composicdao descrita na Sec¢do 3.1), sendo
cada amostra analisada em triplicatas
auténticas. Conforme mostra a Tabela 6, as
concentracdes de ranelato de estréncio (em
massa; g), calculadas a partir das
concentragdes de Sr** encontradas através

Vo

das titulagcdes por permanganimetria, estao
em boa concordancia com o valor esperado
conforme o rétulo do fabricante (2 g de
ranelato de estroncio em 4 g do saché). O
teste t-Student (nivel de confianga de 95%),
neste caso usado para comparagdo de um
valor medido com um valor conhecido,
apresentou valor de t.acuado (0,50) menor que
o valor de tipelado (2,30), demonstrando que a
hipétese nula foi aceita, ou seja, o valor
medido pelo método proposto ndo é
considerado significativamente diferente do
valor conhecido.

Tabela 6. Aplicacdo do método na formulagdo farmacéutica

Massa de ranelato de estréncio (g)

Replicata
P Média | Desvio padrdo | Média do erro relativo*
1 2 3
lotel |23 [22[22]| 22 0,06 11,7%
Lote2 | 2,118 20 2,0 0,15 -1,7%
lote3 | 1,7 (1,921 1,9 0,20 -5,0%
Média (n =9) 2,03 0,20 1,7%

*Foi considerado como valor verdadeiro, 2 g de ranelato de estréncio, que é a massa
reportada no rétulo do fabricante, contida em 4 g do saché.

5. Conclusoes

A técnica de permanganimetria
(volumetria de  oxidagdo-redugdo) foi
aplicada no desenvolvimento de um método
analitico classico simples para a
determinacdo indireta de estréncio em um
medicamento aprovado para o tratamento
da osteoporose pds-menopausa. O método
desenvolvido pode ser utilizado no controle
de qualidade fisico-quimico do medicamento,
através da quantificacdo do principio ativo
(ranelato de estroncio), que pode ser
realizado de forma indireta através da
determinagdo de estréncio. A simplicidade e
o baixo custo do método proposto sdo as
principais vantagens em relagdo ao método
recentemente desenvolvido por eletroforese
capilar (usado para fins de compara¢do com
este trabalho) para a determinagdo de
ranelato de estroncio na formulagdo

farmacéutica. No entanto, sua baixa
sensibilidade impede que o método seja
aplicado em outros tipos de amostras, tais
como sangue, saliva ou urina, nas quais as

concentragdes de estroncio e ranelato
estardo muito reduzidas."
A  metodologia utilizou solugdo de

permanganato de potassio 0,001 mol L™

como titulante, agente oxidante e indicador;
solucdo de oxalato de amoénio 0,05 mol Lt
como agente redutor, e solugdo de &acido
cloridrico 0,1 mol L para a dissolugio do
oxalato de estréncio e para tornar o meio
suficientemente acido para reduzir o MnO, a
Mn*".

Os parametros analiticos de validagdo
foram avaliados e mostraram que o método
proposto apresentou boa precisdo, exatidao,
robustez e faixa linear entre as
concentragcdes de 0,25 a 3,71 mg de
estroncio, com coeficiente de determinagdo
maior que 0,99.
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Sendo assim, o método classico
implementado pode ser uma boa alternativa
para a determinacdo de estrébncio e,
consequentemente de ranelato de estroncio,
na nova formulagdo farmacéutica para
tratamento da osteoporose. Além disso,
pode ser estendido para aplicacbes em
analise de rotina farmacéutica, no controle
de qualidade fisico-quimico do medicamento
(ensaio de doseamento), através da
quantificacdo do principio ativo (ranelato de
estroncio).
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