UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE FERRO (Il) EM PREPARACOES FARMACEUTICAS DE
FERRO BISGLICINADO

DANIELI CATIA CENI

Porto Alegre, 2009.






UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

DESENVOLVIMENTO E VALIDAGCAO DE METODOS ANALITICOS PARA
DETERMINACAO DE FERRO () EM PREPARACOES FARMACEUTICAS DE
FERRO BISGLICINADO

Dissertacéo apresentada por Danieli Catia Ceni
para obtencdo do GRAU DE MESTRE em
Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dra. Ana Maria Bergold

Porto Alegre, 2009



Dissertacdo apresentada ao Curso de Pos-Graduagcdo em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aprovada em 19.05.2009, pela

Comissdo Examinadora constituida por:
Prof. Dr. Eder Claudio Lima

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Prof. Dra. Elfrides Eva Scherman Schapoval

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Prof. Dr. Jarbas Montanha

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

C395d Ceni, Danieli Catia
Desenvolvimento e avaliacio de meétodos analiticos para
determinacao de ferro (lI) em preparacbes farmacéuticas de ferro
bisglicinado / Danieli Catia Ceni — Porto Alegre: UFRGS, 2009. —
xxii, 94p.: il ., graf., tab.

Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia.
Programa de Po6s-graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas.

1. Farmacologia. 2. Validag&o: métodos de analise de farmacos. 3.
Ferro bisglicinado. 4. Controle de qualidade. I. Lima, Eder Claudio.
II. Schapoval, Elfrides Eva Scherman. Ill. Montanha, Jarbas. IV.
Titulo.

CDU: 615.2.07

Bibliotecaria responsavel:
Claudia da Silva Goncalves de Leon, CRB10/1012



"Nas grandes batalhas da vida,
0 primeiro passo para a vitoria

é 0 desejo de vencer!”(Mahatma Gandhi)






AGRADECIMENTOS

A Professora Dra. Ana Maria Bergold pela orientacéo, incentivo e carinho,
sempre presentes.

Ao Laboratorio de Quimica Farmacéutica, onde foi realizada a maior parte
deste trabalho, pela disponibilidade de materiais e equipamentos.

Ao Prof. Dr. Pedro Froehlich e Prof. Dr. Jarbas Montanha, pela atencao e

colaboragdo com os esclarecimentos prestados.

Ao laboratério Saude Ltda, pelo fornecimento da matéria-prima que permitiu

a realizacao deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Jodo Batista, do Instituto de Fisica da UFRGS, pela atencéo e

auxilio na realizacdo das analises de espectroscopia de Mdssbauer.

Aos professores do Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGCF), pelo ensino de qualidade.

A todos os colegas do Laboratério de Quimica Farmacéutica: Sirlei,
Carolina, Lisiane, Eliane, Rochele, Maria Cristina, Laura, Samuel, Andréa Adams,
Marquinho, Luis, Jéferson, Leonardo, César, Andréia Pereira, Graziela, Marcela e

Natalia.
Ao Marcelo, meu esposo, pelo amor, companheirismo e incentivo.

Aos meus pais Jair e Cléia), meus irmaos (Camila e Vinicius), pelo amor,

carinho e apoio, fundamentais durante este periodo e sempre.
A Deus, por ter me acompanhado em mais esta caminhada.

A todos que mesmo ndo citados, contribuiram para o desenvolvimento
deste trabalho...






RESUMO

Desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para determinacédo de

Ferro (Il)em preparacdes farmacéuticas de ferro bisglicinado

Ferro bisglicinado (Fe-bis-gli) € um aminoé&cido quelado, formado pela ligagédo de
duas moléculas de glicina a uma molécula de ferro (ll), utilizado para prevencao e
tratamento da anemia ferropriva. Nao ha descricdo de métodos analiticos em
codigos oficiais para o controle de qualidade do ferro bisglicinado em formas
farmacéuticas. E comercializado na forma de capsulas, produzidas por farméacias
magistrais e em forma oral liquida. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi a
validacdo de métodos analiticos para o controle qualitativo e quantitativo do Fe-
bis-gli em capsulas e forma oral liquida. A identificacdo e caracterizacdo do
farmaco foram realizadas através da determinacdo dos caracteres fisicos,
solubilidade, aquametria, espectrofotometria na regido do infravermelho (1V),
reacdes especificas e espectroscopia de Mossbauer. Para a determinacdo
guantitativa foram validados métodos de espectrofotometria na regido do visivel
(VIS), ordem-zero e primeira derivada (VIS-D?), e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A andlise estatistica demonstrou equivaléncia entre os métodos
CLAE / VIS para a determinacgéo do teor das capsulas e entre os metodos CLAE /

VIS-D? para a determinacao do Fe-bis-gli na forma oral liquida.

Palavras-chave: ferro bisglicinado, controle de qualidade, validacdo de métodos
analiticos, CLAE.






ABSTRACT

Development and validation of analytical methods for determination of Fe(ll)
in ferrous bisglycinate pharmaceutical preparations

Ferrous bisglicycinate (Fe-bis-gli) is an amino acid chelate which is formed by the
binding of two molecules of glycine to one molecule of Fe(ll), used for prevention
and treatment of iron deficiency. There are no analytical methods in official codes
for the quality control of Fe-bis-gli in pharmaceutical forms; however itis marketed
in the form of capsules, produced by compounding pharmacies and as oral liquid
form. The aim of this work was the validation of analytical methods for the
gualitative and quantitative analysis of Fe-bis-gli capsules and oral liquid form. The
identification and characterization of the drug were performed through the
determination of physical characteristics, solubility, water, infrared (IR), specific
reactions and Mdssbauer spectroscopy. For the quantitative determination VIS
spectrophotometry methods have been validated, zero-order and first derivative
(VIS-DY) and high performance liquid chromatography (HPLC). Statistical analysis
showed that HPLC / VIS methods were equivalent to assay capsules and HPLC /

VIS-D! methods were equivalent to assay Fe-bis-gli in oral liquid form.

Key words: Ferrous bisglycinate, quality control, validation of analytical methods,
HPLC.
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1. INTRODUCAO







Introducéo

Atualmente, a anemia ferropriva (AF) € a deficiéncia de micronutrientes
mais prevalente no mundo, afetando populacées de quase todos os paises,
inclusive os desenvolvidos, onde mais de dois bilhdes de individuos sofrem dessa
deficiéncia. Diversos estudos, em diferentes regides do mundo, registraram a
ocorréncia da anemia como problema de saude publica (UNICEF/MI, 2004). O
UNICEF, em 2004, declarou que na maioria dos paises em desenvolvimento a

deficiéncia de ferro em criancas € mais a regra do que a excecao.

A Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS) aponta o Peru como o
pais com maior prevaléncia de anemia em toda América Latina, seguido do Caribe
(57%) e do Brasil com 35% de casos entre um e cinco anos de idade,
correspondendo a um total de cinco milhdes de criangas. No Brasil, os dados para
prevaléncia de anemia variam de 22,7 a 77% conforme as diferentes regies do
pais, sendo esta discrepancia relacionada aos fatores socioeconémicos locais
(DEVINCENZI et al, 2000; FERREIRA et al, 2002; CARABOLANTE & FERRIANE,
2003).

Os grupos populacionais mais atingidos sao criargas de 4 a 24 meses de
idade, escolares, adolescentes, gestantes e nutrizes ACC/SCN, 2000). As altas
necessidades de ferro desses grupos populacionais associadas a baixa
biodisponibilidade desse mineral em grande parte dos alimentos de origem
vegetal, a ocorréncia de infeccbes e de infestacdes parasitarias, ao abandono
precoce do aleitamento materno, a prematuridade e ao baixo peso ao nascer,
tornam praticamente impossivel suprir as necessidades deste mineral apenas
através das dietas tradicionais (RODRIGUES, 1999).

Efeitos adversos como nauseas, constipacdo, dores abdominais e diarréia
sao apontados como os fatores principais para o abandono do tratamento com
farmacos a base de sulfato ferroso. Formulacdes de ferro bisglicinado tém
mostrado superior biodisponibilidade e maior ades&o ao tratamento pela isengéo
de efeitos gastrintestinais (MOYA e ARDON, 2008).



Introducéo

Na literatura cientifica pesquisada constam trabalhos publicados sobre
estudos de farmacocinética, seguranca e eficacia terapéutica do Fe-bis-gli
(ASHMEAD, 2001; ALLEN, 2002; STUIJVENBERG et al, 2006). Entretanto, nao
existem métodos oficiais (farmacopéicos) descritos para determinacdo qualitativa
e quantitativa do farmaco.

Dessa forma, a validacdo de métodos analiticos, utilizados para avaliar a
qualidade das preparacdes farmacéuticas de ferro bisglicinado, garante que se
atendam as exigéncias das aplicacdes analiticas e assegure a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003; ICH 2005, USP 31, 2008), demonstrando a importancia
do desenvolvimento deste trabalho.



2. OBJETIVOS







Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e validar, segundo normas da Internacional Conference on
Harmonisation (ICH), métodos analiticos para o controle qualitativo e quantitativo
do ferro bisglicinado em capsulas e na forma oral liquida.

2.1 Objetivos Especificos

v' Determinacgédo dos caracteres fisicos, solubilidade e aquametria da matéria-

prima de ferro bisglicinado;

v Identificacdo da matéria-prima mediante reagbes especificas para Fe(ll) e
Fe(lll), espectroscopia de Mdssbauer e espectrofotometria na regido do

infravermelho (1V);

v' ldentificagdo do Fe(ll) nas formas farmacéuticas (capsulas e forma oral
liguida) através de reacdes especificas para Fe(ll) e Fe(ll) e

espectroscopia de Mossbauer;

v' Desenvolver e validar método por espectrofotometria no visivel (VIS) para

determinacgdo quantitativa de ferro bisglicinado em cépsulas;

v' Desenvolver e validar método por espectrofotometria derivada no visivel
(VIS-D) para determinacao quantitativa de ferro bisglicinado na forma oral
liquida (F.O.L);

v' Desenvolver e validar método por CLAE para determinacao quantitativa de

ferro bisglicinado em cépsulas e na F.O.L.






3. REVISAO







Revisao

3.1 Anemia

A anemia é definida como a condicdo na qual o conteido de hemoglobina
no sangue esta abaixo do esperado, sendo evidenciada pela reducdo da
qualidade ou quantidade de células vermelhas no sangue, como resultado da
caréncia de um ou mais nutrientes essenciais, seja qual for a causa desta
deficiéncia. A anemia ferropriva € apontada como a determinante causal principal
da maioria dos casos de anemia, sendo considerada o estagio final de um longo
periodo de balanco negativo do ferro. A deficiéncia de ferro e anemia ferropriva
resulta do desequilibrio no balanco entre a quantidade de ferro biodisponivel
absorvido na dieta e a necessidade do organismo, ou seja, quando o0 suprimento
de ferro € insuficiente para a sintese normal de componentes que dependem
deste mineral (COOK, 1983; OMS/OPAS, 2001). A Figura 1 apresenta o diagrama
conceitual entre a relacdo de deficiéncia de ferro, anemia e anemia ferropriva em

uma populacéo hipotética.

Deficiéncia de Populacie total
ferro
Anemia
ferropriva
Anemia

Figura 1. Diagrama conceitual da relacéo entre deficiéncia de ferro e anemia em
populacéo hipotética (WHO, 2001).
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3.1.1 Prevaléncia

A deficiéncia de ferro é o mais comum e generalizado disturbio nutricional
do mundo, o qual atinge mais de dois bilhbes de pessoas, (40% da populacéo
mundial) tanto em paises subdesenvolvidos quanto em paises desenvolvidos. Os
principais grupos de risco para esta caréncia sdo as gestantes e criancas em
idade pré-escolar (GILLESPIE, 1998).

A prevaléncia média entre 0os grupos populacionais especificos é estimada

em:
= Mulheres gravidas, lactentes e criangas (1 — 2 anos)--- 50%
= Criancas em idade pré-escolar---25%

= Adolescentes---30-55%

Nao-gestantes---35%

Estes valores médios mascaram o fato de que a anemia por deficiéncia de
ferro é ainda mais prevale nte em algumas partes do mundo, especialmente na
india e Africa onde, por exemplo, até 90% das mulheres se tornam anémicas

durante a gravidez (WHO, 2006).

3.1.2 Fatores derisco

Os principais fatores de risco para anemia por deficiéncia de ferro séo:
baixa ingestdo de ferro heme (presente em carnes, aves e peixes); ingestao
insuficiente de vitamina C (encontrada em frutas e hortali¢cas); pouca absorgéo de
ferro devido a dietas ricas em fitatos (presentes em legumes e cereais) e
compostos fendlicos (encontrados, por exemplo, no café e nos chas); maiores

necessidades de ferro em periodos de crescimento e durante a gravidez; grandes
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perdas sanguineas resultantes do periodo menstrual, infec¢cdes e parasitoses
(WHO, 2001).

Torna-se relevante comentar que a deficiéncia de outros micronutrientes
como a vitamina A, a vitamina B12, o folato e a riboflavina também diminui a
concentracdo de hemoglobina, aumentando o risco de desenvolvimento da

anemia ferropriva (ALLEN e CASTERLINE-SABEL, 2000)

3.1.3 Consequéncias

As consequéncias da anemia incluem alteragdes na capacidade de trabalho
fisico, prejuizos no desenvolvimento mental e psicomotor das criangas, aumento
da mortalidade materna e infantil, baixo peso da crianga ao nascer, parto
prematuro e reducdo da resisténcia as infec¢cdes. A anemia ferropriva também
altera a funcéo tireoidiana, a produgéo e o metabolismo das catecolaminas e de
outros neurotransmissores, além de aumentar, nos individuos anémicos a

capacidade de absorcao de metais pesados téxicos WHO, 2001; OLIVARES e
WALTER, 2003; TUMA etal., 2003).

3.2 Importéancia do Ferro

O ferro € um mineral vital para a homeostase celular. Enecesséario em
pequenas quantidades e disponivel na dieta, principalmente em vegetais verdes,
trigo, coracéo, figado, gema de ovo e carne (FUCHS e WANNMACHER, 1998).
Apesar de a maioria do ferro do organismo se encontrar na hemoglobina, ele
também é armazenado em diferentes tecidos, tanto na forma de ferritina como de
hemossiderina. A ferritina encontra-se presente em praticamente todas as células
do organismo, assim como em fluidos biolégicos; a hemossiderina é uma molécula
hidrofobica que esta presente, em sua maioria, no sistema fagocitico mononuclear

(mondcitos e macrofagos da medula Ossea, figado e bacgo). A mioglobina,
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constituida por um grupo heme ligado a uma cadeia polipeptidica, esta presente
em pequenas quantidades em todas as células dos musculos esqueléticos e
cardiaco e contém cerca de 300mg do total de ferro do organismo humano.
Ademais, o ferro esta presente nos diferentes tecidos na forma de citocromos e de
outras enzimas que contém ferro (ZAGO et al., 2001). A Figura, a seguir, ilustra a

distribuicéo do ferro no organismo.

Ferro da Dieta
Duodeno
(1 a 2mg ao dia) \)
Utilizagdo o / Utilizagao
Trlnnierrinu
% l plasmatica
(3mg)
Medula 6ssea
(300mg) Hemacias
circulantes \
(hemoglobina) Musculo
(1.800mg) (mioglobina)

(300mg)

- gqm

Macrofagos Farrn
(600mg)

Parénquima

o s @ S0mg

Células mucosas descamantes
Menstruagio
Outras perdas de sangue
(1 a 2mg ao dia)

I—‘_l

Perda de Ferro

Figura 2. Distribuicdo do ferro no homem adulto (ZAGO et al., 2001).
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As necessidades de ferro sdo determinadas por perdas fisiolégicas
obrigatdrias e pelas exigéncias impostas pelo crescimento. Desta forma, 0 homem
adulto precisa em torno de 1,0 mg de ferro por dia, a mulher que menstrua requer
2,0 mg por dia, j& nos ultimos trés meses de gestacdo e em bebés a exigéncias
aumentam para 5,0 a 6,0 mg diarios (GOODMAN e GILMAN, 2003).

3.3 Ferro Bisglicinado

Ferro bisglicinado consiste de uma molécula de Fe** covalentemente ligada
a duas moléculas de glicina (Fig. 3). O Fe?" liga-se ao grupo carboxil e ao grupo
amino da glicina por ligacbes coordenadas covalentes, formando dois anéis
heterociclicos (ATKINS e BERAN, 1992; MCMURRY e FAY, 1995).

_ X _
N 0
ne” N\ Ne=o
| Fe | ¢ HO
u H, _

Figura 3. Formula estrutural do ferro bisglicinado

3.3.1 Tratamento da anemia ferropriva

Em geral, os sais de ferro (sulfato ferroso, fumarato ferroso) sao

pobremente absorvidos e grandemente afetados pela dieta consumida. Estudos
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tém mostrado que a biodisponibilidade do Fe-bis-gli é de duas a quatro a
encontrada para o sulfato ferroso, fato esse que justifica sua eficacia no
tratamento da anemia ferropriva (BOVELL-BENJAMIN et al., 2000; LAYRISSE et
al., 2000; OLIVARES e PIZARRO, 2001).

A proporgdo 1:2 (metal: ligante) limita a reacdo com inibidores da absor¢ao
do ferro, neutraliza a valéncia do ion ferroso e protege a superficie gastrintestinal
da irritacdo causada pelo ferro. Essa protecdo da mucosa gastrica confere maior
adesédo ao tratamento da anemia ferropriva por ndo causar efeitos adversos como
nauseas, constipacdo, dores abdominais e diarréia, comumente observados pela
administracdo de outros compostos a base de ferro (JEPPSEN, 2001; ALLEN,
2002; MOYA e ARDON, 2008).

3.3.2 Farmacocinética

O ferro é um constituinte normal da dieta e do corpo e sua absorcéo pelo
trato gastrintestinal vai depender de sua apresentacdo na forma heme ou néo-
heme. O ferro-heme, obtido de alimentos de origem animal, & facilmente absorvido
pela mucosa intestinal com pouca interferéncia de fatores dietéticos (INACG,
1993; IOM, 2001). Ja o ferro ndo-heme, derivado de hortalicas e produtos lacteos,
tem sua absorcdo grandemente afetada pela presenca de interferentes
alimenticios como &cido ascérbico, fitatos e polifendis (COOK et al., 1972; INACG,
1993; IOM, 2001; MACPHAIL, 2001).

A estabilidade do quelato ferro bisglicinado faz com que ele ndo sofra
hidrélise ao passar pelo pH acido estomacal. Ao chegar a luz intestinal € absorvido
intacto pela via dos dipeptideos, sendo posteriormente hidrolisado na mucosa
intestinal em seus respectivos componentes ferro e glicina (ASHMEAD, 2001).
Apoés a hidrélise, o organismo regula a distribuicdo do ferro pelo organismo para
evitar excesso e toxicidade. Ele é distribuido, através de ligac@o a transferrina,

para fazer parte de proteinas como hemoglobina e mioglobina, armazenamento na
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forma de ferritina e hemossiderina, além de estar presente em diferentes tecidos
na forma de citocromos e enzimas que contém ferro (IOM, 2001; MACPHAIL,
2001). Ja a glicina é utilizada normalmente em processos metabdlicos, sendo
essencial na biossintese de acidos nucléicos, aminoacidos, assim como proteinas,

coldgeno e elastina (LODISH et al., 1995; SILVERTHORN, 1998).

Estudos evidenciam que a absorcédo de ferro a partir de ferro bisglicinado €
regulada fisiologicamente pelas reservas daquele no organismo (BOVELL-
BENJAMIN et al., 2000; ASHMEAD, 2001; LYNCH et al, 2007). A
biodisponibilidade do ferro a partir de solugdo aquosa de ferro bisglicinado foi
estudada em um grupo de 14 mulheres ndao-gravidas, saudaveis, com idades entre
27 e 51 anos. A biodisponibilidade obtida para a solucdo aquosa de ferro
bisglicinado foi de 34,6% para mulheres com reservas normais de ferro e 46,3%
nas voluntarias com baixas reservas de ferro (baixos valores séricos de ferritina).
A correlacdo inversa entre valores séricos de ferritina e absorcdo de ferro
bisglicinado sugere a regulacdo da absorcdo de ferro pelas reservas desse
mineral (OLIVARES e PIZARRO, 2001).

3.3.3 Indicacbes e contra-indicacdes

O ferro bisglicinado possui eficacia clinica ndo s6 no tratamento e
prevencdo de anemia ferropriva, mas também em casos de baixa resisténcia
imunolégica, déficit de crescimento, déficit de desenvolvimento mental, fadiga e
suplementacdo para atletas. Estd contra-indicado para pessoas com
hemocromatose e hemossiderose. Pessoas com antecedentes de doencgas renais,
intestinais, Ulcera péptica, enterite, colite, pancreatite, hepatite e doencas
cardiacas devem procurar um médico antes de iniciar a suplementacdo com ferro
(ALBITECH, 2002).
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3.3.4 Efeitos adversos —toxicidade

Segundo estudos de toxicidade realizados por JEPPSEN (2001), n&o foram
observados efeitos adversos para administracbes de ferro bisglicinado até a
concentracao de 500 mg/ kg de rato. Os efeitos adversos encontrados para doses
acima desse valor foram: postura curvada, hipoatividade, hipotermia, prostracéo,

ma coordenacao e diarréia.

3.3.5 Doses e administragéo

Ferro bisglicinado é utilizado no tratamento da anemia ferropriva em adultos
e criancas acima de trés anos na dose de 30 mg por dia durante 4 - 6 semanas.
Para as gestantes com anemia ferropriva as doses recomendadas sao de 60 mg
por dia, considerando-se a necessidade de 30 mg para as necessidades basais,
acrescida de 30 mg para o desenvolvimento fetal. Para criancas menores de trés
anos utilizam-se doses de 3 mg Fe/kg/dia. A dose profilatica é de 5 mg Fe/dia ou
30 mg Fe/semana (ALBITECH, 2002).

3.3.6 Influéncia do ferro bisglicinado sobre vitaminas

Segundo dados da literatura a adicdo de ferro bisglicinado a preparacdes
multivitaminicas ndo afeta a estabilidade das vitaminas. A estabilidade das
vitaminas e de minerais foi testada em estudo que durou 17 meses, no qual a uma
preparacdo multivitaminica contendo as vitaminas A, B, C, D e E, foram
adicionados aminoéacidos quelados a base de ferro, cobre, manganés e zinco
(ASHMEAD & ASHMEAD, 1995). A estabilidade foi demonstrada pela falta de
interacdo entre os metais aminoacido-quelados e qualquer um dos componentes
das capsulas, incluindo as vitaminas, que mantiveram, durante os estudos, niveis

especificados pela Farmacopéia Americana.
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3.4 Determinagéo quantitativa de Fe(ll)

N&o foram encontrados métodos para determinacdo do ferro bisglicinado
em formas farmacéuticas. Entretanto, a literatura apresenta alguns trabalhos
relativos a determinacdo de Fe(ll), através da formagdo de quelatos com
determinados reagentes, por espectrofotometria na regido do visivel e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Tabelas 1 e 2). Esses trabalhos auxiliaram
na escolha do reagente quelante mais apropriado para os métodos desenvolvidos

neste trabalho.
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Tabela 1 - Determinacéo de Fe(ll) por espectrofotometria no VIS.

QUANTIFICACAO DETECCAO I REFERENCIAS
Ferro (Il) em Deteccdo do ferro (Il) através 490 nm ZAREBA & HOPKALA, 1995
multivitaminicos da reagdo com derivados do 560 nm
Pirocatecol 600 nm
Zinco (Il), manganés (l) e Intensa coloragdo devido a 499 nm KARPINSKA &
ferro (II) em preparacgfes reacgao do ferro (Il) com 539 nm KULIKOWSKA , 2002
farmacéuticas reagente cromog_énico 4-(2- 537 nm
piridilazo) resorcinol (PAR)
Ferro (I1) e ferro total em Formacao de complexo com TESFALDET et al., 2004
produtos farmacéuticos cor devido a reagéo do ferro 512 nm
() com 1,10-fenantrolina
Tabela 2 - Determinacéo de Fe(ll) por CLAE.
COLUNA FASE MOVEL QUANTIFICACAO DETECCAO REFERENCIAS
Microsorb® Metanol: agua: Cobalto (II), Cobalto (lll), Ferro KHUHAWAR &
Cis Acetonitrila (60:39: 1) (1) em preparagdes 270 nm LANJWANI, 1994

farmacéuticas

Acetonitrila: agua
(40:60) contendo 107 Ferro (l1), cobalto (Il) e niquel

M|crc(>:sorb® brometo de (I) através de quelagdo com  400-800 nm NIWA et al., 1997
18 tetrabutilaménio e 10° M  2-(2-piridilazo)-1-naftol (PAN)
tampéo fosfato
Metanol: agua (60:40)+ Ferro (Il), Cobre (Il) por
Cis 0,02M bromidrato de quelacao com 4,7-difenil-1,10 280nm MUDA189II9?7et al.,
tetrametilamonio fenantrolina dissulfonato
Ferro, cobalto, cobre e platina
em preparacgdes
c Metanol:agua:acetonitril farmacéuticas utilizando 270 nm KHUHAWAR &
18 a (80:18:2) reagente complexante LANJWANI, 1998
salicilaldeido
tetrametiletilenodiamina (BIS)
Ferro (1) e ferro (Ill) em &gua
Peek Acetonitrila: agua através de quelagdo com 2-(5- 555 e 585 nm OSZWALDOWSKI &
Cis (90:10) Bromo-2piridilazo)-5- AGNIESZKA, 2002
dietilaminofenol (5-Br-PADAP)
Ferro total em matrizes
Tampéao Tris-HCI: bioldgicas através de TESORO et al.,
X Terra MS Ga acetonitrila (gradiente) quelacdo com desferrioxamina 214 € 430nm 2005
(DFO)
Ferro (Il) e ferro (1l1) em
Acetonitrila e solug¢éo preparacdes farmacéuticas
Novapca:ck RP- tampéo (35:65) + 1% através do complexo de 318 e 552nm MYT'BEOSGet al,
8 Trietilamina inclusé@o entre Terpy e

ciclodextrinas
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4.1 Introducéo

A pureza das substancias de referéncia € de fundamental importancia para
a validagdo de métodos analiticos. De acordo com o FDA, existem duas
categorias de substancias de referéncia: compendiais e ndo compendiais. As
substancias de referéncia compendiais sdo aquelas adquiridas comercialmente de
fontes como a USP e ndo necessitam de caracterizacéo posterior. As substancias
de referéncia ndo compendiais sdo aquelas com elevado teor de pureza,
entretanto necessitam ser cuidadosamente caracterizadas (SWARTZ e KRULL,
1998). Métodos adequados de identificacdo sdo de fundamental importancia, pois

permitem caracterizar a substancia utilizada como referéncia.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Matéria-prima e formas farmacéuticas

Utilizou-se como SQR a matéria-prima de ferro bisglicinado, com teor
declarado de 22,1% de ferro, identificado pelo lote n°® 00495/2006, fornecida pelo
Laboratério Saude LTDA (Brasil). Foram utlizadas as seguintes formas
farmacéuticas: - capsulas contendo 30 mg de ferro bisglicinado, manipuladas em
farmécia magistral, lote 427303, fabricacdo 12/03/2008 e validade 10/06/2008. Os
excipientes presentes sdo: amido e aerosil; - forma oral liquida (F.O.L) contendo
2mg/mL de ferro bisglicinado, gentilmente doado pelo fabricante, lote 00076/2007,
fabricacdo 03/2007 e validade 03/2009. Demais componentes da férmula:
cloridrato de piridoxina, nicotinamida, citrato de cafeina, &cido citrico e veiculo* (*

= corante Bordeaux, sacarose, metilparabeno, sacarina sddica, sorbitol e 4gua).
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4.2.2 Caracterizacdo da matéria-prima e analise qualitativa das formas

farmacéuticas

4.2.2.1 Caracteres fisicos

A substancia quimica de referéncia foi avaliada sensorialmente quanto ao
aspecto, cor e odor.

4.2.2.2 Solubilidade

O ensaio de solubilidade foi realizado conforme descrito na F. Bras. IV
(1988). Os solventes utilizados foram agua, metanol, etanol, acetato de
etila, NaOH 0,1M e HCI 0,A1M. O teste de solubilidade foi conduzido a
temperatura ambiente (25 + 1 °C). Adicionaram-se volumes crescentes de
cada solvente sobre o farmaco, mediante agitacdo, até a sua completa
solubilizagao. A classificagdo de solubilidade foi determinada de acordo com
a F. Bras.IV (1988).

4.2.2.3 Aquametria

Foram testados e comparados os resultados dos dois métodos descritos a

seguir.

4.2.2.3.1 Método volumétrico (método de Karl-Fischer)

O equipamento utilizado foi o DL 37 Mettler Toledo, com deteccéo
coulométrica do ponto final. Pesaram-se exatamente cerca de 150 mg da
substancia em cada analise. Determinou-se o teor de agua em triplicata, e em trés
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dias diferentes. Paralelamente, procedeu-se um ensaio em branco, com a
finalidade de descontar o volume de titulante correspondente a agua presente no

ar do ambiente de andlise.

4.2.2.3.2 Método Gravimétrico

Conforme o procedimento geral descrito na F. Bras IV (1988) para a
determinacéo da perda por dessecacéo, cada ensaio foi efetuado por secagem em
estufa até peso constante. Determinouse o teor de 4gua da matéria-prima em

triplicata, e em trés dias diferentes.

A condicdo que forneceu resultados reprodutiveis e coerentes com o
método volumétrico foi 150 °C por 3 horas.

4.2.2.4 ldentificacéo

4.2.2.4.1 Espectrofotometria na regido do infravermelho (V)

O espectro de infravermelho da matéria-prima de ferro bisglicinado foi
obtido através da dispersdo da mesma em brometo de potassio e posterior
obtencdo da pastilha. Foi utilizado espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu
FTIR 8101.

4.2.2.4.2 Reacdes especificas

As reacBes para identificacdo de Fe?* e Fe®" foram realizadas para matéria-
prima e formas farmacéuticas (DUNBAR e HEINTZ, 1997; USP 31, 2008).
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Reacdes especificas para Fe(ll)

Fe(ll) com ferrocianeto de potassio forma precipitado azul escuro,

insolivel em HCI, mas decomposto por NaOH. 3 KaFe(CN)s
3Fe? + 2[ Fe(CN)s ] °® Fes[ Fe(CN)s ] 2(S)

Fe(Il) com hidréxido de sédio forma precipitado verde-esbranquicado;
a cor desse precipitado, com agitacdo, muda rapidamente para verde

e depois para marrom.

Fe?* + 20H " ® Fe (OH)(s)

Reacdes especificas para Fe(lll)

Fe(lll) com excesso de hidréxido de sodio produz precipitado

marrom-avermelhado de hidroxido férrico.

Fe** +30H ® Fe (OH)s(s)

Fe(lll) com tiocianato de aménio forma cor vermelha intensa néo

destruida por &cidos minerais.

Fe®* +SCN ™" ® Fe (SCN)?

4.2.2.4.3 Espectroscopia de Mdssbauer

O experimento de espectroscopia de Mossbauer para identificacdo da
matéria-prima e formas farmacéuticas foi realizado no Instituto de Fisica (UFRGS).

Os espectros de Mossbauer foram obtidos através de espectrometro de
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aceleracdo constante, utilizando fonte radioativa >’Co em matriz Rh, com atividade

inicial de 50mCi na geometria de transmisséo. A velocidade foi calibrada com uma
lamina de ferro metalico e o deslocamento isomérico foi medido em relacdo ao
ferro metdlico. Os espectros foram ajustados pelo método dos minimos
quadrados, supondo linhas lorentzianas; as medidas foram realizadas a

temperatura ambiente (298K).

4 .3Resultados e discussao
4.3.1 Caracteres fisicos

O farmaco apresenta-se como po fino, de cor cinza-esverdeado e cheiro

levemente metalico.

4.3.2 Solubilidade

O farmaco apresentouse muito solivel em agua, pouco soliavel em
hidroxido de sddio 0,1 M e &cido cloridrico 0,1 M e insolivel em metanol, etanol,

acetato de etila.

4.3.3 Aguametria

4.3.3.1 Método Volumétrico por Karl-Fischer

O valor encontrado para o teor médio de agua durante os trés dias de
analise foi de 5,95%, com DPR de 0,93%.
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4.3.3.2 Método Gravimeétrico

O teor médio de agua encontrado pelo método gravimétrico (5,97%), com
DPR de 1,19%, estd em concordancia com o obtido pelo método de Karl Fischer.

4.3.4 Identificacao

4.3.4.1 Espectrofotometria naregido do infravermelho (V)

A espectrofotometia na regido do infravermelho fornece uma impressao
digital, Unica para cada composto. Quase todos 0s compostos que possuem
ligacdes covalentes, sejam inorganicos ou organicos, absorvem varias frequéncias
de radiacdo eletromagnética na regido dos raios infravermelho do espectro
eletromagnético. Certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem
mais ou menos na mesma frequéncia, independentemente do tipo de molécula.
No entanto, considerando duas moléculas, com o mesmo grupamento, em cada
estrutura a mesma ligacdo estarA em ambiente diferente, ndo havendo
possibilidade de duas moléculas terem 0 mesmo espectro de infravermelho. Por
essa razdo, € um dos métodos mais empregados para identificacdo de farmacos,
pois é capaz de diferenciar substancias por menores que sejam as diferencas
estruturais (PAVIA et al., 2001; WATSON, 2005).

Até o momento, o espectro infravermelho do ferro bisglicinado né&o foi
localizado na literatura. Dessa forma, com o objetivo de identificacdo da matéria-
prima, foram observados e comparados 0s espectros de infravermelho do

aminoacido glicina e do ferro bisglicinado.

34



Analise Qualitativa

600

55

50

45 ]

40 |

35

¥

30

25 ]

20

15

10}
]

3432

3049

1112

g

1411

I
1604

40000

000 2000 1500
an-1

1000 4000

Figura 4. Espectro na regido do IV do aminoacido glicina.

Tabela 3 - Frequéncias de absorcdo das principais bandas no IV e suas respectivas
atribuicdes para o aminoécido glicina.

Frequéncia (cm™)

AtribuicGes

3432

3049

1604

1411

1112

891

Deformagéo axial N-H*

Deformacao axial O-H?

Deformacéo axial de C=0 do acido
carboxilico’

Deformacao angular de CH,°
Deformacao axial C-O°

Deformagéo axial C-C-N*

3PAVIA et al., 2001), (SILVERSTEIN &
SOLOMON, 1977), {NAKAMOTO, 1997).
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Figura 5. Espectro na regido do IV de ferro bisglicinado.

Tabela 4 - Frequéncias de absorcdo das principais bandas no IV e suas respectivas
atribui¢cdes para o ferro bisglicinado.

Frequéncia (cm™) Atribuicdes
3413 Deformacéo axial N-H*
1598 Deformagaocgﬂ%lxc;llzt(gdzo do &nion
1413 Deformacao angular de CH,*
1114 Deformagao axial C-O"
912 Deformacao axial C-C-N

3PAVIA et al, 2001), "SILVERSTEIN & WEBSTER, 2000), ° (NAKANISHI e
SOLOMON, 1977), {NAKAMOTO, 1997).
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Através do espectro de IV da glicina se observa em 3432 cm! a deformacéo

axial do N-H de aminas primarias, enquanto que em 3049 cm™ a deformacao axial
referente & ligacdo O-H. Em 1604 cm™ é possivel observar a banda atribuida a
deformacédo axial de C=O do &cido carboxilico, enquanto que em 1411 cm *
refere-se & deformacgéo angular de CH,. As bandas de deformacéo axial de C-O e
C-C-N aparecem em 1112 cm ! e em 891 cm %, respectivamente. Analisando o
espectro 1V do ferro bisglicinado observa-se em 3413 um alargamento da banda
referente a deformacdo axial de N-H, possivelmente por se tratar de amina
substituida que faz parte da constituicdo do quelado. Em 1598 cm™ é possivel
observar a banda atribuida a deformacédo axial de C=0O do anion carboxilato,
enquanto que em 1413 cm ! refere-se & deformacdo angular de CH,. As bandas
de deformacédo axial de GO e C-C-N aparecem em 1114 cm ' e em 912cm *,

respectivamente.

4.3.4.2 Reacgbes especificas

4.3.4.2.1 Reacdes especificas para Fe (Il) e Fe(lll)

Os resultados para identificacdo de Fe(ll) e Fe(lll) na matéria-prima e

formas farmacéuticas de ferro bisglicinado estao descritos nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Reacdes para identificacéo de Fe(ll).

Reacéo Resultado
Fe *2 com Ferrocianeto de potassio SQR b positivo
forma precipitado azul escurd Céapsulas b positivo
insolavel HCI/ decomposto em NaOH FOL b positivo
Fe *“com hidréxido de sédio forma SQR b positivo
precipitado verde esbranquicado® Céapsulas b positivo
verde® marrom FOL b positivo
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Tabela 6. Reagbes para identificacéo de Fe(lll).

Reacéo Resultado

SQR P positivo
Céapsulas b positivo
FOL b positivo

Fe **com Ferrocianeto de potassio
forma precipitado azul escuro

Fe *3 com excesso hidréxido de sédio SQR P negativo
forma precipitado marrom Céapsulas b negativo

avermelhado FOL b negativo

Fe ** com tiocianato de aménio forma SQR b negativo
cor vermelha profunda (intensa) néo Capsulas b positivo

destruida por acidos minerais FOLP negativo

Os testes oficiais de identificacéo para Fe(ll) e Fe(lll) sdo técnicas simples e
que podem ser aplicadas ao controle de qualidade da matéria-prima e formas
farmacéuticas que contém ferro.

As duas reacOes de identificacdo de Fe(ll), descritas na Tabela 5,
confirmam a presenca do mesmo tanto na matéria-prima quanto nas preparacdes
farmacéuticas. Ja quanto a identificacdo de Fe(lll), duas das trés reacles
confirmaram que também o ion férrico estaria presente nas amostras analisadas.
Esses resultados serdo melhor avaliados através da espectroscopia de
Mossbauer, a qual dird as porcentagens correspondentes a Fe(ll) e a Fe(lll) nas
amostras de ferro bisglicinado.

4.3.4.3 Espectroscopia de Méssbauer

A Espectroscopia Mossbauer é técnica bastante util na caracterizacdo de
compostos organometalicos de ferro, visto que dela sdo extraidas informagdes
relevantes sobre a ligacdo quimica e estrutura molecular. E uma técnica
experimental de grande precisdo sendo utilizada nos mais diversos campos da
ciéncia, desde a pesquisa fundamental em Fisica até o estudo de tecidos
biolégicos (MURAOKA et al, 2004).
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Pelo fato de fornecer resultados sobre o estado de oxidacdo ou a valéncia
dos atomos pode ser utilizada para identificacdo de ferro (Il). A técnica envolve
emissao e absorcdo ressonante de raios gama (g) pelos nucleos de alguns
elementos, sendo, portanto considerada espectroscopia nuclear, fornecendo uma
poderosa ferramenta para o estudo estrutural, quimico e magnético da matéria. A
partir de um espectro Mdssbauer, podem-se obter informacbes sobre:
deslocamento isomérico: resulta da diferenca da densidade de elétrons no
nacleo entre a fonte e o absorvente, esta diferenca resulta num deslocamentod do
espectro; esse parametro nos da informacdes sobre o estado de carga do ion
absorvente; desdobramento quadrupolar: parametro relacionado com o
potencial eletrostatico local dos atomos, obtendo-se informacfes sobre a simetria
local do ion; desdobramento magnético: obtém-se informacdes sobre a estrutura

magnética e a presenca de ferro metalico (FABRIS , 2007).

Os espectros Mossbauer para SQR e capsulas contendo ferro
bisglicinado estéo representados pelas Figuras 6 e 7. As amostras da forma oral
liquida réo foram analisadas devido a dificuldade de absor¢do ressonante por
amostras no estado liquido.
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Figura 6. Espectro Mdssbauer para SQR de ferro bisglicinado. Condi¢Ges: espectrometro

de aceleracédo constante, fonte radioativa *'Co, atividade inicial de 3omCi, temperatura
ambiente (298K).
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Figura 7. Espectro Mossbauer

Velocidade (mm/s)
para capsulas de ferro bisglicinado. Condicfes:

espectrometro de aceleracdo constante, fonte radioativa *’Co, atividade inicial de 50mCi,

temperatura ambiente (298K).

O espectro de SQR mostrou predominancia de Fe™? (84%) e uma pequena

porcentagem de impureza Fe*® (5%). O significativo deslocamento quadrupolar (?)
confirma essa prevaléncia do componente ferroso. Os 11% de ferro metélico séo

verificados pelos seis picos presentes na parte superior do espectro (referentes

aos possiveis desdobramentos magnéticos).
O espectro Mossbauer para capsulas se mostrou semelhante ao padrdo. O

componente ferroso foi predominante (80%) com baixa porcentagem de impureza

Fe* (7%) e 13% de ferro metélico. A partir desses resultados pode-se confirmar a

qualidade tanto da SQR quanto das capsulas. As baixas porcentagens de Fe * e
o predominio de Fe *? garantem a eficacia terapéutica dessa formulagao.
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5.1 Introducéo

A espectrofotometria na regido do UV/VIS é um método muito utilizado no
controle de qualidade de produtos farmacéuticos pelo potencial da grande maioria
dos farmacos de absorver energia nessas regides. O método apresenta uma série
de aplicacdes na quantificacdo de farmacos em produtos farmacéuticos onde nao
existe a interferéncia dos excipientes, determinacéo de pKa, liberacdo do farmaco
em ensaios de dissolugcdo, monitoramento da cinética de degradacdo e
identificacdo de farmacos através do comprimento de absor¢gdo maxima em
determinado solvente. Apresenta uma série de vantagens, pois é de facil
implantacdo, fornece rapidos resultados e € de baixo custo. Por outro lado,
apresenta como desvantagem, a moderada seletividade, além de ndo ser
diretamente aplicavel & anélise de misturas (WATSON, 2005).

A espectrofotometria derivada consiste na diferenciacdo ou transformacgéao
do espectro normal. Os espectros derivados sao obtidos utilizando apenas as
informacdes contidas no espectro classico. Deste modo, a diferenciacdo néo
aumenta o conteludo de informacgdes, entretanto, ela individualiza melhor os
constituintes devido a pequenas mudancas na inclinacdo e curvatura. Estas
mudancas sutis permitem a quantificacdo de um componente, pois eliminam a
deformacdo da curva causada pela presenca de substancias indesejaveis. Além
disso, a diferenciacdo remove as bandas largas de absor¢cdo e melhora a
detectabilidade das pequenas caracteristicas espectrais, como o0s “ombros”
(HACKMANN etal., 1991; OJEDA e ROJAS, 2004; WATSON, 2005).

O uso da espectrofotometria derivada tornou-se mais pratico com o
aumento do poder de resolucdo dos equipamentos analiticos e o facil acesso aos
microcomputadores com programas adequados, 0S quais permitem a geracao
guase instantanea dos espectros derivados (EL-SAYED e EL-SALEM, 2005). O

método ndo requer a separacdo prévia dos componentes, esta acessivel a grande
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maioria dos laboratdrios de analise e pesquisa, € de baixo custo, facil execucao e
constitui uma alternativa menos dispendiosa se comparada ao meétodo CLAE
(OJEDA e ROJAS, 2004). Além disso, torna as bandas largas mais finas,
individualizando melhor os constituintes da mistura e eliminando a interferéncia de
produtos indesejaveis, como excipientes e produtos de degradacdo (HACKMANN et
al., 1991).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica mais
comumente utilizada para a quantificacdo de farmacos em suas formulacdes.
Apresenta inimeras aplicacdes e vantagens, possibilitando alta eficiéncia de
separacdo. A combinacdo da CLAE com detectores na regido ultravioleta/visivel
viabiliza métodos quantitativos para analise de produtos farmacéuticos com
exatiddo, precisao e robustez. A CLAE é o método quantitativo que apresentou o
maior desenvolvimento nos Ultimos anos, principalmente em relacéo as inovacdes
em colunas e softwares de controle dos equipamentos. Por essa razdo, € o
método de escolha da IndUstria Farmacéutica para a realizacdo do controle de
gualidade de seus produtos e 0 método mais preconizado pelos Cdédigos Oficiais
(WATSON, 2005).

A validacdo de um método analitico é o processo pelo qual se estabelece,
por estudos laboratoriais, que as caracteristicas de desempenho do método
cumprem o0S requisitos para a aplicacdo analitica a que se destina. O
desenvolvimento correto de uma série bem definida de experimentos de validacao
€ exigido para garantir que todos os dados obtidos através do uso de um
procedimento analitico, sejam realmente confiaveis. Além disso, a validacdo de
um meétodo analitico € um passo importante para o requerimento de registro de
farmacos novos BRITTAIN, 1998; ERMER, 2001; USP 31, 2008).

Para a validacdo de método analitico ndo descrito em farmacopéias ou
formularios oficiais, o0 método sera considerado validado, desde que sejam
avaliados os seguintes parametros: especificidade e seletividade, linearidade,
preciséo, limite de deteccao, limite de quantificacdo, exatidao e robustez (BRASIL,
2003; ICH, 2005; USP 31, 2008). E responsabilidade do analista identificar os
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parametros relevantes para o desempenho do processo analitico e desenvolver
protocolos proprios de validacao incluindo critérios de confiabilidade. Cada método
validado indica que o mesmo foi avaliado estatisticamente e demonstra

adequabilidade para o seu propdésito (ERMER, 2001).

5.2 Validacdo do método quantitativo por espectrofotometria na regido do

visivel e espectrofotometria derivada na regido do visivel

5.2.1 Material e métodos

5.2.1.1 Matéria-prima e formas farmacéuticas

A matéria-prima utilizada como SQR, bem como as formas farmacéuticas

utilizadas encontram-se descritas no Capitulo 4, item4.2.1.

5.2.1.2 Equipamento e condi¢gdes experimentais

Os espectros foram obtidos na regido do visivel, entre 400 e 800 nm,
utilizando espectrofotobmetro de varredura Shimadzu modelo UV1601 PC, duplo
feixe, banda espectral de 2 nm e cubetas de quartzo de um centimetro de
caminho Optico. A aquisicdo e a analise dos dados foram realizadas através do
programa UVPC 39. As solu¢Bes da SQR e das amostras (capsulas e F.O.L) de
ferro bisglicinado foram preparadas empregando agua como diluente e os

comprimentos de onda utilizados foram 510 nm e 525 nm.
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5.2.1.3 Solucéao de ortofenantrolina

Pesaram-se 100 mg de ortofenantrolina, transferivse para baldo
volumétrico de 100 ml, adicionaram-se aproximadamente 50 ml de alcool etilico e
colocou-se em banho de ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume com
alcool etilico, obtendo-se a concentracdo de 1 mg/mL.

5.2.1.4 Solucgéo de &cido ascérbico

Pesaram-se 80 mg de acido ascorbico, que foram transferidos para baldo
volumétrico de 20 ml; adicionaram-se aproximadamente 10 ml de agua e colocou-
se em banho de ultrassom por 5 minutos. Completouse o volume com agua,

obtendo-se a concentracdo de 4 mg/mL.

5.2.1.5 Especificidade

Avaliou-se a possivel interferéncia dos excipientes das capsulas e da F.O.L
na determinacdo do ferro bisglicinado. As solucdes placebo foram comparadas

com a solugao amostra qua nto aos perfis dos espectros obtidos.

* Preparo das solugdes placebo

Cépsulas: Pesou-se quantidade de p6 dos excipientes equivalente a 2,5 mg
de ferro bisglicinado e 50 mg de acido ascorbico, transferindo-os posteriormente
para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se aproximadamente 25 ml de agua
e colocou-se em banho de ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com
agua, homogeneizou-se e filtrou-se a solucdo. Aliquota de 3,0 ml do filtrado foi

transferida para baldo volumétrico de 50 ml, adicionaram-se 5 ml de
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ortofenantrolina, agitou-se por 30 segundos e completou-se o volume com agua. A

leitura foi feita apds 20 minutos.

F.O.L: Transferiu-se para baldo volumétrico de 20 ml, volume da solucdo
dos excipientes equivalente a 1,0 mg de ferro bisglicinado e 5 ml de uma solucéo
de acido ascoérbico 4 mg/ml, completou-se o volume com &gua, homogeneizouse
e filtrou-se a solucdo. Aliquota de 3,0 ml do filtrado foi transferida para balé@o
volumétrico de 50 ml, adicionaram-se 5 ml de ortofenantrolina, agitouse por 30

segundos e completouse o volume com agua. A leitura foi feita apdés 20 minutos.

5.2.1.6 Linearidade

Para o preparo da curva analitica padrdo pesou-se o equivalente a 2,5 mg
de ferro bisglicinado e 50 mg de &cido ascorbico, transferindo-os para um baldo
volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se aproximadamente 25 ml de agua e colocou-
se em banho de ultrassom por 5 minutos. Completouse o volume com &gua,
obtendo-se solu¢do com concentracao de 50,0 ug/ml. Foram transferidas aliquotas
de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 ml, com auxilio de bureta, para balées volumétricos de
50 ml. Adicionaram-se 5 ml de ortofenantrolina, agitouse por 30 segundos e

completou-se o volume com agua. A leitura foi feita apds 20 minutos.

As curvas foram preparadas em trés dias diferentes, sendo que cada ponto
foi lido em triplicata. Com as médias das absorvancias obtidas nos diferentes dias,
construiu-se um grafico plotando absonéancia X concentracdo de ferro bisglicinado
(mg/ml). A equacéo da reta e o coeficiente de correlacdo (r) da curva padrdo foram
determinados através do estudo de regressao linear pelo método dos minimos

quadrados e analsados através da andlise de variancia (ANOVA).
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5.2.1.7 Precisao

A precisdo do meétodo analitico foi avaliada em dois niveis diferentes:
repetibilidade (intra-dia) e precisdo intermediaria (entre dias). Para a
repetibilidade, avaliou-se o DPR obtido da andlise de seis amostras
independentes, em um mesmo dia. Para a precisdo intermediaria calculou-se o

DPR de um total de 18 analises (n = 6/dia, 3 dias diferentes).

5.2.1.7.1 Preparo da solucdo SQR

Pesouse o equivalente a 2,5 mg de ferro bisglicinado e 50 mg de acido
ascorbico, transferindo-os para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se
aproximadamente 25 ml de agua e colocou-se em banho de ultrassom por 5
minutos. Completouse 0 volume com &gua, obtendo-se solugdo com
concentracdo de 50,0 pg/ml. Aliquota de 3,0 ml desta solucdo foi transferida para
baldo volumétrico de 50 ml, adicionaram-se 5 ml de ortofenantrolina, agitou-se por
30 segundos e completouse o volume com agua, obtendo-se a concentracao de 3

ng/ml. A leitura foi feita apds 20 minutos.

5.2.1.7.2 Preparo das amostras

Céapsulas: determinou-se o peso médio de 20 capsulas, sendo seus
conteudos misturados homogeneamente. Pesou-se, exatamente, 0 equivalente a
2,5 mg de ferro bisglicinado e 50 mg de &cido ascérbico, transferindo-os
guantitativamente para baldo volumétrico de 50 ml com auxilio de 25 ml de agua.
A solucéo foi mantida em ultrassom por 10 minutos. O volume foi completado com
agua, a solucéo filtrada, obtendo-se uma concentracédo de 50 ng/ml. Transferiuse
uma aliquota de 3 ml dessa solucdo para baldo volumétrico de 50 ml,

adicionaram-se 5 ml de ortofenantrolina, agitou- se por 30 segundos e completou-
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se o volume com &gua, obtendo-se a concentracdo de 3 ng/ml de ferro

bisglicinado.

Forma oral liguida: Para baldo volumétrico de 20 ml foi transferido

exatamente, o volume correspondente a 1,0 mg de ferro bisglicinado e 5 ml de
uma solucéo de acido ascérbico 4 mg/ml. O volume foi completado com agua e a
solucéo filtrada, obtendo-se uma concentracdo de 50 ng/ml de ferro bisglicinado.
Transferiu-se uma aliquota de 3 ml dessa solucdo para baldo volumétrico de 50
ml, adicionou-se 5 ml de ortofenantrolina, agitou- se por 30 segundos e completou-
se o0 volume com &gua, obtendo-se a concentracdo de 3 ng/ml de ferro

bisglicinado.

Célculos

A concentracdo de ferro bisglicinado nas amostras foi obtida através da seguinte

equacao:

C/_\ = (A/_\. CSQR) / ASQR

Onde:

Ca = Concentracéo de ferro bisglicinado na amostra

Aa = Absorvancia da solucéo amostra de ferro bisglicinado
Csor = Concentragéo da solugéo de ferro bisglicinado SQR

Asor = Absorvancia da solugéo de ferro bisglicinado SQR

O valor percentual de ferro bisglicinado nas amostras foi calculado pela expressao

abaixo:

CA %= (CA. 100) / CT
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Onde:
Ca% = Concentragcao da amostra em percentagem
Ca = Concentragéao de ferro bisglicinado encontrada na amostra

Ct = Concentracéo teorica de ferro bisglicinado na amostra

5.2.1.8 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo do método, realizou-se o teste de recuperagéao.
Quantidades crescentes de SQR foram adicionadas a solu¢cdo amostra, cuja
concentracéo foi constante, sendo o percentual de recuperacdo da SQR calculado

ao final do processo. A preparacao das solucdes é descrita a seguir:

5.2.1.8.1 Preparo da solucdo SQR

A partir da solugcdo de SQR 50 ng/ml (descrito no item 5.2.1.7.1) foi

preparada uma solucao conterdo 25 ng/ml de ferro bisglicinado.

5.2.1.8.2 Preparo das solu¢gdes amostra

O preparo das solu¢cbes amostra na concentracédo de 50 ng/ml esta descrito
no item 5.2.1.7.2.

5.2.1.8.3 Preparo das solucdes A, R1, R2, R3e P

Transferiram-se aliquotas de 1,0 ml da solugdo amostra (capsulas e F.O.L)
de ferro bisglicinado para baldes volumétricos de 50 ml, os quais foram

denominados A, R1, R2 e R3. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 2,0,
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40 e 6,0 ml da solucdo de ferro bisglicinado SQR (25 pg/ml) nos balbes
denominados R1, R2 e R3, respectivamente, em triplicata. Uma aliquota de 2,0 ml
da solucdo SQR foi transferida para um baldo volumétrico de 50 ml, o qual foi
denominado P. Aos balGes identificados por A, R1, R2 e R3 e P acrescentaram-se
5 ml de ortofenantrolina, agitou-se por 30 segundos e completou-se 0 volume com

agua. A Tabela 7 exemplifica a preparacao das solu¢des acima.

Tabela 7. Preparacao das solucdes para realizacédo da exatiddo do método, através do
teste de recuperacéo.

Volume (ml) de Volume (ml) da

Baldo volumétrico ~ ~ Concentracéo
de 50 mL solucdo amostra solucédo SQR (ug/ml)
(50 pg/mL) (25 pg/mL)
A 1,0 - 1,0
R1 1,0 2,0 2,0
R2 1,0 4,0 3,0
R3 1,0 6,0 4,0
P - 2,0 10

O teor recuperado de ferro bisglicinado SQR (R%) foi calculado a partir da

equagdo que segue:

R% = [(CR— CA) / CSQR]. 100

Onde:

Cr = concentracdo da solugcdo amostra (pg/ml) adicionada de ferro bisglicinado
SQR.

Ca = concentragéo da solugédo amostra de ferro bisglicinado (ug/ml);

Csor = concentragéo da solugéo de ferro bisglicinado SQR (pg/ml).
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5.2.1.9 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacéo (LQ)

Os LD e LQ foram calculados a partir das formulas descritas no ICH (2005),
baseadas no desvio padréo do intercepto (s) e na inclinacdo da curva padréo (IC).
O calculo foi realizado baseado nos dados das trés curvas padrdao, segundo as
equacoes a seguir:

LD=3,30s /IC LQ=10s/IC

5.2.2 Resultados e discussao

5.2.2.1 Reagente quelante ortofenantrolina

A ortofenantrolina é um composto organico de frmula molecular Cy2HgNz,
soltvel em agua, alcool etilico e solventes organicos. Em contato com Fe?" forma
um complexo de coloracdo vermelho-alaranjada, [Fe (C12HgNy)s]** (UENO et al.,
1982). A ortofenantrolina originou um complexo estavel ao reagir com o ferro
bisglicinado, sendo utilizada durante a validagcdo para quantificacdo das formas
farmacéuticas. Outros reagentes quelantes como 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) e
4,7 difenil-1,10 fenantrolina (BPS) também foram testados, porém ndo foram

obtidos resultados satisfatorios.
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Figura 8. Reacéo entre Fe(ll) e o reagente quelante ortofenantrolina.
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5.2.2.2 Espectrofotometria naregido do visivel para capsulas

5.2.2.2.1 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da varredura do espectro
no visivel, de solucédo contendo os excipientes das capsulas. Na Figura 9 estédo
representados 0s espectros de absor¢cdo no visivel das solu¢des preparadas com

a amostra simulada de excipientes e ferro bisglicinado SQR.

0,700, , , , ,

b 0100
F

40,500 ! ! ! L

400.0 500.0 800.0
Wavelength [nm.]

Figura 9: Sobreposicdo dos espectros de absorcdo obtidos por espectrofotometria no
visivel (510 nm) da solu¢do de ferro bisglicinado SQR (A) e amostra simulada dos
excipientes das capsulas (B), na concentracdo de 3ng/mL.

O espectro de absorcao da solucédo placebo das capsulas na regido do
visivel, na faixa de 400 a 800 nm, constatou que nado houve interferéncia dos
excipientes na quantificacdo de ferro bisglicinado cépsulas, em 510 nm,

demonstrando a especificidade do método.
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5.2.2.2.2 Linearidade

Na Tabela 8 sdo apresentados os valores de absorvancia observados para
solugbes da SQR de ferro bisglicinado, em concentragdes de 1,0 a 50 ng/ml. A
curva padrdo para o metodo foi construida a partir das cinco concentracdes
analisadas em trés dias diferentes. A Figura 10 representa a curva padrao e a
equacao da reta, obtida por regressdo linear através do método dos minimos

quadrados.

Tabela 8. Valores de absorvancias das curvas padrao de ferro bisglicinado, determinadas
em 510 nm, realizadas em trés diferentes dias.

Absorvancias*

Concentracéo _
Média DPR
(Hg/mL) 1° dia 2° dia 3° dia

1,0 0,1746 0,1763 0,1750 0,1753 0,51
2,0 0,3563 0,3578 0,3571 0,3571 0,21
3,0 0,5355 0,5450 0,5339 0,5381 1,12
4,0 0,7192 0,7271 0,7339 0,7267 1,01
5,0 0,8992 0,9092 0,8984 0,9023 0,67

* Resultado de trés determinacdes

08
£ 0,51
£ 0.4 y = 0,1824% - 0,0072
2 o r = 02999
0 : : : : : .
0 1 2 3 4 5 5

Concentracao {pg/ml)

Figura 10. Representacdo grafica da curva padrdo, da equacdo da reta e do coeficiente
de correlacdo da SQR de ferro bisglicinado, método por espectrofotometria na regido do
VIS a 510 nm.
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O coeficiente de correlacdo (r) de 0,9999 esta de acordo com as
especificacdes e indica adequada correlacdo, entre concentracdo e a absorvarncia.
A analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos (Tabela 9 do anexo)
demonstrou que ndo houve desvio de linearidade e a regressao foi significativa
(r =0,05).

5.2.2.2.3 Precisao

Os valores experimentais obtidos no doseamento das cépsulas de ferro
bisglicinado, referentes a precisdo do método, encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10— Valores experimentais referentes a determinac@o de ferro bisglicinado em
capsulas por espectrofotometria no visivel (leitura em 510 nm)

Repetibilidade (% do teor declarado) Precisdo
Amostra L
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Intermediéria
1 97,22 96,57 97,84 97,71
2 96,73 96,00 97,80
3 97,53 96,87 98,45 97,15
4 98,63 97,07 96,38
5 99,02 98,25 96,83 97,58
6 97,15 98,13 98,15
Média (%) 97,71 97,15 97,58 97,48
DPR 0,93 0,91 0,82 0,87

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade
(intra-dia) e da preciséo intermediaria (interdias). Os valores dos DPRs em ambos
os casos foram menores que 1,0%, confirmando que o método desenvolvido foi

preciso.
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5.2.2.2.4 Exatidao

A Tabela 11 apresenta os resultados do estudo de exatiddo do método
analitico por espectrofotometria na regido do visivel, realizado através do método

de adicdo de padrédo, para capsulas de ferro bisglicinado.

Tabela 11. Exatiddo do método por espectrofotometria no VIS, determinada pelo
percentual de recuperacdo de SQR adicionada a solu¢des de cdpsulas de Fe-bis-gli.

mosies o 0O coneentacte ggapn  oee
R1 1,0 100,90
R2 2,0 101,37 101,08 0,25
R3 3,0 100,98

(R1, R2 e R3): amostras acrescidas de SQR

A exatiddo do método analitico foi determinada através do teste de
recuperacdo. As porcentagens medias de recuperacdo estiveram na faixa de

100,90% a 101,98%, demonstrando a exatiddo do método proposto.

5.2.2.2.5 Limite de deteccédo e Limite de quantificacéo

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do ferro
bisglicinado no sistema empregado. Os valores obtidos para o LD e o LQ foram,
de acordo com o calculado, 0,0076 e 0,0230 pg/ml, respectivamente. Esses

valores foram considerados baixos, demonstrando a boa sensibilidade do método
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para determinacdo e quantificacdo do farmaco nas condicdes do método

descritas.

5.2.2.3 Espectrofotometria derivada na regido do visivel para forma oral

liquida

5.2.2.3.1 Especificidade

Testes preliminares, utilizando solucdes de ferro bisglicinado SQR (3 pg/ml)
e mistura dos excipientes da forma oral liquida, foram realizados para selecionar a
ordem de derivacdo mais conveniente, o comprimento de onda analitico (?) mais
adequado, o delta lambda (A?) com a melhor relacdo sinal/ruido e o fator de
escala em que seriam registradas as derivadas. Os espectros da derivada primeira
foram calculados e visualizados a partir de seus espectros de ordem zero

utilizando-se o programa do equipamento.

A condicdo mais adequada, em que se conseguiu absorvancia nula para o
espectro dos excipientes e a determinacdo quantitativa do ferro bisglicinado, foi
através da derivada primeira, ? = 525,5 nm, A ? =5 e fator de escala igual a 30 A

figura 11 representa os espectros obtidos através da especificidade do método.
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Figura 11. Espectros na regido do VIS: ordem zero (I, Il e Ill), 12 derivada (IV). I. solucéo de
adjuvantes e demais componentes (F.O.L). II: solugdo de ferro bisglicinado SQR (3ng/mL). lll e
IV: (A) Ferro bisglicinado SQR, (B) adjuvantes e demais componentes.

A partir da avaliagdo dos espectros da Figura 11 foi confirmada a

especificidade para o farmaco frente aos demais componentes da formula o que

tornou possivel a quantificacdo do ferro bisglicinado na forma oral liquida.

5.2.2.3.2 Linearidade

A partir das solugbes da SQR de ferro bisglicinado, em concentracdes de

1,0 a 5,0 ng/ml foram construidas trés curvas padréo (Figura 12).
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Figura 12. (A) Espectro VIS-Ordem Zero / (B) Espectro VIS-12 derivada para solucdes de ferro
bisglicinado SQR de 1 a 5 pg/ml.

A Tabela 12 apresenta os valores de absorvancia obtidos para cada

concentracdo da curva padrdo. A curva padrao foi construida a partir das cinco

concentracoes analisadas em trés dias diferentes e esta representada na Figura

13 juntamente com a equacdo da reta (obtida por regressado linear através do

método dos minimos quadrados) e o coeficiente de correlagéao (r).

Tabela 12. Valores de absorvancias das curvas padrdo de ferro bisglicinado,

determinadas em 525,5 nm, realizadas em trés diferentes dias.

800,0

Absorvancias*

Concentracéo o
Média DPR
(g/mL) 10 dia 20 dia 3° dia

1,0 0,1096 0,1117 0,1112 0,1108 0,99
2,0 0,2145 0,2174 0,2225 0,2181 1,86
3,0 0,3233 0,3271 0,3329 0,3278 1,48
4,0 0,4306 0,4368 0,4434 0,4369 1,46
5,0 0,5484 0,5552 0,5546 0,5527 0,68

* Resultado de trés determinacdes
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Figura 13. Representacdo grafica da curva padrdo, da equacéo da reta e do coeficiente
de correlacdo da SQR de ferro bisglicinado, método por espectrofotometria derivada na

regido do VIS a 525,5 nm.

O coeficiente de correlagdo (r) de 0,9999 estd de acordo com as
especificacdes e indica adequada correlacdo, entre concentragdo e a absorvancia.
A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos (Tabela 13 do anexo)

demonstrou que ndo houve desvio de linearidade e a regresséo foi significativa

(r =0,05),

5.2.2.3.3 Precisao

Os valores experimentais obtidos nos doseamentos da forma oral liquida

(F.O.L) de ferro bisglicinado, referentes a precisdo do método, encontram-se na

Tabela 14.
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Tabela 14- Valores experimentais referentes a determinagéo de ferro bisglicinado na
forma oral liquida por espectrofotometria derivada no visivel (1 derivada, D =5 e
fator de escala de 30).

Repetibilidade (% do teor declarado) Precisdo
Amostra o
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Intermediaria
1 103,91 103,39 103,91 104,45
2 104,40 103,64 102,50
3 104,04 103,01 102,59 103,20
4 104,31 103,19 102,41
5 104,67 103,49 102,51 102,86
6 105,39 102,47 103,25
Média (%) 104,45 103,20 102,86 103,50
DPR 0,51 0,41 0,58 0,83

Os valores obtidos para preciséo intra-dia foram de 104,45%, 103,20% e
102,86%. Na precisdo intermediaria obteve-se um teor médio de 103,50% e o
DPR de 0,83. Os desvios padrdao relativos obtidos foram inferiores a 2,0%,
conforme preconiza a literatura, indicando a precisdo do método analitico em

termos de repetibilidade e preciséo intermediéria.

5.2.2.3.4 Exatidao

A Tabela 15 apresenta os resultados do estudo de exatiddo, realizado
através do método de adicho de padrdo, do método analitico por
espectrofotometria na regido do visivel para forma oral liquida de ferro
bisglicinado.
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Tabela 15. Exatidao do método por espectrofotometria derivada no VIS, determinada pelo
percentual de recuperacdo de SQR adicionada a solu¢des da F.O.L de Fe-bis-gli.

oS8 e ooy MedR09 PR
R1 1,0 100,18
R2 2,0 100,37 99,65 1,10
R3 3,0 98,39

(R1, R2 e R3): amostras acrescidas de SQR

A exatiddo do método analitico foi determinada através do teste de
recuperacdo. As porcentagens medias de recuperacdo estiveram na faixa de

98,39% a 100,37%, 0 que demonstrou a exatiddo do método proposto.

5.2.2.3.5 Limite de deteccéo e Limite de quantificacao

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
determinacdo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do ferro
bisglicinado no sistema empregado. Os valores obtidos para o LD e o LQ foram,
de acordo com o calculado, 0,0355 e 0,1076 pg/ml, respectivamente. Esses
valores foram considerados baixos, demonstrando a boa sensibilidade do método
para determinacdo e quantificacdo do farmaco nas condicdes do método

descritas.
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5.3 Validacdo do método quantitativo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

5.3.1 Material e métodos

5.3.1.1 Equipamento e condi¢des cromatogréficas

As andlises foram realizadas utilizando cromatografo em fase liquida
Shimadzu constituido de bomba LC-20AT, detector de arranjo de diodos (PDA)
SPD-10AV-VP, controladora do sistema CBM-20A, desgaseificador DGU-20A3,
auto-injetor SIL-20A. A aquisicdo e a analise dos dados foram efetuadas pelo

programa CLASS-VP, versédo 6.1.

As condigcbes experimentais estabelecidas para anélise de ferro

bisglicinado, através do método por CLAE, encontram-se na Tabela 16.

Tabela 16. Condig8es otimizadas para execugdo do método por cromatografia liquida.

Parametros Descricao

Coluna Gemini® RP-18 (150 mm x 4.6 mm d.i.) 5nm
) acetonitrila-agua (28:72 V/V) contendo

Fase movel 1 mM tetrabutilamdnio hidrogénio sulfato e

1% tampao fosfato (pH 8.0).

Vazao 1,0 mli/min

Comprimento de onda 706 nm

Volume de injecdo 20 ul

As amostras de Fe-bis-gli SQR e formas farmacéuticas de Fe-bis-gli,
descritas no capitulo 1, item 1.2.1, foram utilizadas para a andlise. A coluna foi
previamente estabilizada, através da vazao da fase mével a 1,0 ml/min, durante 30
minutos. Para o estudo de robustez do método foi utilizada uma coluna MN® RP-
18 (150 mm x 4.6mm d.i., 5 um).
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5.3.1.2 Reagentes

Foram empregados solventes de grau CLAE e &gua obtida por sistema
Millipore.

5.3.1.3 Solugéo PAR

A solucdo PAR 5 mM foi obtida pesando-se a quantidade correspondente

do reagente e dissolvendo-se a mesma em agua.

5.3.1.4 Tampéao fosfato

O tampéo fosfato pH 8,0 foi preparado através de uma solucéo de fosfato
de potassio monobasico 0,2 M; posteriormente o pH foi ajustado com hidréxido de

sodio.
.5.3.1.5Estudos de validagéao

Os parametros de validacdo avaliados foram: especificidade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, robustez e limites de
deteccédo e de quantificacdo, de acordo com as normas (FDA, 1994; BRASIL,
2003; ICH, 2005; USP, 2008).

5.3.1.5.1 Especificidade/ estudos de degradacao forcada

A avaliacdo da interferéncia dos excipientes das formula¢gdes no método
CLAE para quantificacédo de ferro bisglicinado foi realizada através da analise das

solucdes placebo do conteudo das capsulas e da forma oral liquida.

A interferéncia de potenciais produtos de degradacdo foi investigada
através de testes de degradacédo forcada. Solu¢cdes amostra de ferro bisglicinado
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capsulas foram expostas a degradacao térmica e a fotdlise, por 24 horas. Para
cada condicdo de estresse, foram preparadas trés amostras, um branco (solucdo
sem adicdo da amostra submetida a degradacdo) e uma solucdo de ferro
bisglicinado SQR mantida sob condicbes normais, para comparacgdo dos
resultados. Com o proposito de avaliar a pureza dos picos cromatograficos,

utilizou-se detector de arranjo de diodos (DAD).

5.3.1.5.1.1 Preparo das solucgdes placebo

Cépsulas: pesou-se quantidade de p6 dos excipientes equivalente a 2,25
mg de ferro bisglicinado e 45 mg de &cido ascérbico, transferindo-os para baldo
volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se aproximadamente 25 ml de agua, colocou-
se em banho de ultrassom por 10 minutos e completou-se o volume com &gua.
Aliquota de 1,0 ml desta solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml,
adicionou-se 1 ml de tampéo fosfato e 500 m da solucdo PAR. Esta solucéo
permaneceu durante 30 minutos em banho-maria a 50°C. Completou-se o volume

com agua, homogeneizou-se e filtrou-se a solu¢cdo em papel filtro.

E.O.L: Transferiu-se para baldo volumétrico de 20 ml, volume da solucdo
dos excipientes equivalente a 900 ng de ferro bisglicinado e 3 ml de uma solucéo
de acido ascorbico 6 mg/ml, completando-se o volume com &gua. Aliquota de 1,0
ml desta solucéo foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml
de tampéo fosfato e 500 nt da solugdo PAR. Esta solugcédo permaneceu durante 30
minutos em banho-maria a 50°C. Completouse o volume com agua,

homogeneizou-se e filtrou-se a solucéo.

5.3.1.5.1.2 Degradacéo térmica

A degradacdo térmica foi avaliada a partir de uma solucdo de ferro

bisglicinado com concentragdo de 1 mg/ml. Aliquota de 2,0 ml dessa solucgéo foi
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transferida para baldo volumétrico de 20 ml. Completouse o volume com agua,
obtendo-se solugdo com concentragdo de 0,1 mg/ml. A amostra foi colocada em
estufa mantida a 80 °C por 24 horas. Apos a degradacédo, o volume foi reajustado
com agua. Aliquota de 0,45 ml desta soluc¢éo foi transferida para baldo volumétrico
de 25 ml, adicionouse 1 ml de tampéo fosfato e 500 nt da solugcdo PAR. Esta
solucdo permaneceu durante 30 minutos em banho-maria a 50°C, logo ap0s se

completou o volume com &gua, obtendo-se a concentracéo de 1,8 ng/ml.

5.3.1.5.1.3 Degradacao fotolitica

Esses estudos foram realizados em camara de UV espelhada internamente
(2,0 x 0,17 x 0,17 m) e equipada com lampada blacklight blue UV-A 352 nm
(ORION, 30W, 130V, 1,26 x 10-3 Watts cm?). Solu¢cbes amostra de ferro
bisglicinado na concentracdo de 1 mg/ml foram transferidas para cubetas de
quartzo, sendo colocadas na camara para exposicao a luz UV, a uma distancia de
15 cm da lampada, durante 24 horas. Apoés transcorrido o tempo descrito, o
conteudo da cubeta foi transferido para baldo volumétrico de 20 ml, sendo o
volume completado com agua, obtendo-se concentracdo final de 50 pg/ml.
Aliquota de 0,90 ml desta solucao foi transferida para baldo volumétrico de 25 ml,
adicionou-se 1 ml de tampéo fosfato e 500 m da solucdo PAR. Esta solucéo
permaneceu durante 30 minutos em banho-maria a 50°C; logo apds se completou

o volume com &gua, obtendo-se a concentracao de 1,8 ng/ml.

Cubetas contendo as amostras e protegidas da luz foram também
colocadas na camara para avaliar os efeitos da temperatura sobre as mesmas. A
temperatura da camara foi monitorada durante os estudos com termémetro de

maxima e minima.
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5.3.1.5.2 Linearidade

Para o preparo da curva padrdo pesou-se 0 equivalente a 2,5 mg de ferro
bisglicinado SQR e 50 mg de acido ascorbico, transferindo-os para baldo
volumétrico de 50 ml, completou-se o volume com agua, obtendo-se solucdo com
concentracdo de 50 pg/ml. Transferiram-se 10 ml dessa solugdo para balédo
volumétrico de 50 ml e o volume foi completado com &gua. A partir dessa solucéo,
aliquotas de 2,5; 3,5; 4,5; 5,5; e 6,5 ml foram transferidas, com auxilio de bureta,
para baldes volumétricos de 25 ml. Acrescentaram-se 1 ml de tampéo fosfato e
500 m da solucéo PAR em cada baldo. Estas solu¢cdes permaneceram durante 30
minutos em banho-maria a 50°C. Completaram-se 0s volumes com agua,
obtendo-se solu¢gbes com concentragcbes de 1,0; 1,4; 1,8; 2,2 e 2,6 pg/ml,

respectivamente.

A curva padrao foi realizada em trés diferentes dias, sendo que cada ponto
da curva foi injetado em triplicata. A partir das médias das areas obtidas nos

diferentes dias, construiu-se um gréafico plotando area média X concentracdo de
ferro bisglicinado (mg/ml). A equacdo da reta foi obtida através do estudo de
regressao linear, pelo método dos minimos quadrados e sua validade estatistica

foi determinada pela analise de variancia (ANOVA).

5.3.1.5.3 Precisao

A precisdo do método analitico foi avaliada através da repetibilidade (intra-
dia) e da precisdo intermediaria (entre dias). Para a repetibilidade, avaliou-se o

DPR obtido dos resultados intra-dia (n = 6) e a precisao intermediaria foi avaliada

atraves do DPR dos resultados dos 3 dias (n = 18, DPR entre dias).
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5.3.1.5.3.1 Preparo da solucdo SQR

Para o preparo de uma solugédo estoque de Fe-bis-gli na concentracdo de
45 pg/ml, pesou-se o equivalente a 2,25 mg de ferro bisglicinado e 45 mg de &cido
ascorbico, transferindo-os para baldo volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se
aproximadamente 25 ml de &agua, colocou-se em banho de ultrassom por 5
minutos e completouse o volume com agua. Aliquota de 1,0 ml desta solucéo foi
transferida para baldo volumétrico de 25 ml, adicionaram-se 1 ml de tampao
fosfato e 500 m da solucdo PAR. Esta solugdo permaneceu durante 30 minutos
em banho-maria a 50°C; logo ap6s completou-se o volume com agua, obtendo-se

a concentragdo de 1,8 ng/ml.

5.3.1.5.3.2 Preparo das amostras

Céapsulas: determinou-se o peso médio de 20 capsulas, sendo seus
conteudos misturados. Pesou-se desse pd o equivalente a 2,25 mg de Fe-bis-gli e
45 mg de &cido ascorbico, transferindo-os para baldo volumétrico de 50 ml.
Adicionaram-se aproximadamente 25 ml de &gua, colocou-se em banho de
ultrassom por 10 minutos. O volume foi completado com agua e a solucao filtrada,
obtendo-se uma concentracdao de 45 ng/ml. Aliquota de 1,0 ml desta solucéao foi
transferida para baldo volumétrico de 25 ml, adicionaram-se 1 ml de tamp&o
fosfato e 500 m da solugdo PAR. Esta solugdo permaneceu durante 30 minutos
em banho-maria a 50°C; logo ap06s se completou o volume com agua, obtendo-se

a concentracao de 1,8 ng/ml.

Forma oral liquida: transferiu-se para baldo volumétrico de 20 ml volume

correspondente a 900 ng de Fe-bis-gli e 3 ml de uma solug&o de &cido ascorbico 6
mg/ml. O volume foi completado com agua e a solucgéo filtrada, obtendo-se uma
concentracdo de 45 ng/ml. Aliquota de 1,0 ml desta solugéo foi transferida para
baldo volumétrico de 25 ml, adicionaram-se 1 ml de tampéao fosfato e 500 m da

solucdo PAR. Esta solugcdo permaneceu durante 30 minutos em banho-maria a
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50°C; logo apés completouse o volume com agua, obtendo-se a concentracéo de

1,8 ng/ml.

Célculos

A concentracdo de ferro bisglicinado nas amostras foi obtida através da seguinte

eqguacao:

C/_\ = (A/_\. CSQR) / ASQR

Onde:

Ca = Concentracéo de ferro bisglicinado na amostra

A = Area média da solucéo amostra (média de 3 injecdes)

Csor = Concentragéo da solugéo de ferro bisglicinado SQR (mg/ml)

Asor = Area média da solugdo SQR (média de 3 injecdes)

O valor percentual de ferro bisglicinado nas amostras foi calculado pela expressao

abaixo:

CA %= (CA. 100) / CT

Onde:
Ca% = Concentracdo da amostra em percentagem
Ca = Concentracgéao de ferro bisglicinado encontrado na amostra

Ct = Concentracao tedrica de ferro bisglicinado na amostra
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5.3.1.5.4 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada através do teste de recuperacéo.
Quantidades crescentes de SQR foram adicionadas a solucdo amostra, cuja
concentracgao foi constante, sendo o percentual de recuperacdo da SQR calculado
ao final do processo. A preparacao das solucdes é descrita a seguir:

5.3.1.5.4.1 Preparo da solucdo SQR

A partir da solucdo de SQR 45 ng/ml (descrito no item 5.3.1.5.3.1) foi

preparada uma solugéo contendo 10 ng/ml de ferro bisglicinado.

5.3.1.5.4.2 Preparo das solugbes amostra

Prepararam-se solugbes amostra (capsulas e forma oral liquida) na

concentracdo de 45 ng/ml (descrito no item 5.3.1.5.3.2). A partir dessa solucéo

foram feitas solugbes amostra na concentragéo de 25 ng/ml.

5.3.1.5.4.3 Preparo das solucdes A, R1, R2, R3e P

Transferiram-se aliquotas de 1,0 ml da solu¢cdo amostra (capsulas e F.O.L)
de ferro bisglicinado para baldes volumétricos de 25 ml, os quais foram
denominados A, R1, R2 e R3. Posteriormente, foram adicionadas aliquotas de 1,0,
2,0 e 3,0 ml da solucdo de ferro bisglicinado SQR (10 pg/ml) nos baldes
denominados R1, R2 e R3, respectivamente, em triplicata. Uma aliquota de 2,5 ml
da solucdo SQR foi transferida para um baldo volumétrico de 25 ml, o qual foi

denominado P. Aos balGes identificados por A, R1, R2 e R3 e P acrescentaram-se

1 ml de tampéo fosfato e 500 nl de PAR. Estas solugbes permaneceram durante
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30 minutos em banho-maria a 50°C; logo ap6s o volume foi completado com agua.

A Tabela 17 exemplifica a preparacéo das solu¢des acima.

Tabela 17. Preparacao das solugfes para realizacdo da exatiddo do método por CLAE,
através do teste de recuperacéo.

ooguunerico (U UL TSI Coreenrca
(25 pg/mL) (20 pg/mL)
A 1,0 - 10
R1 1,0 1,0 14
R2 1,0 2,0 18
R3 1,0 3,0 2,2
P - 2,5 10

O teor recuperado de ferro bisglicinado SQR (R%) foi calculado a partir da

equacao que segue:

R% = [(CR— CA) / CSQR]- 100

Onde:

Cr = concentracdo da solu¢cdo amostra (pg/ml) adicionada de ferro bisglicinado
SQR.

Ca = concentracdo da solucdo amostra de ferro bisglicinado (ug/ml);

Csor = concentracao da solucédo de ferro bisglicinado SQR (pg/ml).

5.3.1.5.5 Robustez

A solucédo de ferro bisglicinado SQR e as solucdes obtidas com as capsulas
e a F.O.L foram preparadas de acordo com o descrito nos itens 5.5.1.5.3.1 e
5.5.1.5.3.2.
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A robustez do método CLAE foi avaliada através da verificacdo do seu

desempenho apés pequenas variagdes nos seguntes fatores:
Composicao da fase movel
Colunas de diferentes marcas
Vazao da fase movel

As alteracOes realizadas e as condi¢cdes normais de andlise estdo descritas
na Tabela 18.

Tabela 18. Pequenas variacfes realizadas para a determinacao da robustez do método.

Condi¢cdes normais de analise ModificagOes avaliadas

Vazao da Fase movel

1 ml/min 0,8 e 1,2 ml/min

Proporcdes dafase movel: Agua: acetonitrila

(72:28) (70:30) e (74:26)

Coluna cromatografica

Coluna Phenomenex C18 Coluna MN C18
(150X 4,6 mm, 5mm) (150X 4,6 mm, 5nm)

Para avaliar a influéncia desses fatores sobre o método, realizou-se a
analise dos parametros cromatograficos (tempo de retencdo, numero de pratos
tedricos, assimetria e fator de capacidade), do teor e dos DPR das determinacfes

guantitativas.
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5.3.1.5.6 Limite de deteccéo e limite de quantificacao

Os LD e LQ foram calculados a partir das formulas descritas no ICH (2005),
baseadas no desvio padréo do intercepto (s) e na inclinacdo da curva padréo (IC).
O calculo foi realizado baseado nos dados das trés curvas padrao, segundo as
equacoes a seguir:

LD =3,30s /IC LQ=10s /IC

5.3.1.5.7 Adequabilidade do sistema cromatogréfico

A adequabilidade do sistema foi verificada durante a validagdo do método
através dos seguintes parametros: eficiéncia da coluna (N), assimetria (T) e a
repetibilidade das injecdes, (FDA, 1994; SNYDER, 1997; USP 31, 2008).

5.3.2 Resultados e discussao

Os parametros cromatograficos avaliados para determinacao das condi¢des
analiticas foram: assimetria do pico, numero de pratos teoricos, fator de
capacidade e tempo de retencdo. Diferentes fases mdéveis e colunas (C8 e C18)
foram testadas a fim de desenvolver um método cromatografico para andlise das
capsulas e da forma oral liquida de ferro bisglicinado. A melhor condi¢éo foi obtida
utilizando uma coluna Gemini C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 um, Phenomenex) e fase
moével composta por acetonitrila-agua (28:72, V/V) contendo 1mM de
tetrabutilamoénio hidrogénio sulfato e 1% de tamp&o fosfato, sem ajuste de pH. A

vazao da fase movel foi de 1,0 ml/minuto.
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5.3.2.1 Reagente quelante PAR / Reagente de pareamento iénico

O reagente 4-(2-piridilazo) resorcinol (PAR) € um composto fendlico com
um anel piridina em sua estrutura que reage em meio alcalino com Fe (ll)
produzindo um complexo intensamente corado, tendo como vantagem sua alta
solubilidade em &gua (MARCZENKO e BALCERZAK, 1998). Normalmente, o
reagente PAR forma quelatos anibnicos com 0s metais, na propor¢do metal-
ligante 1:2 (KARIPCIN e KABALCILAR, 2007).

OH
H, o N /Q/
N H RV
e N\ Ne=o RS A
[ Fe [ sHO + 2 | M l O
= -
NN N N=N . Nt
0 Y OH
Ferro Bisglicinado 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) \ N| o
W o
M
HO

Complexo Fe(ll)-PAR

Figura 14. Reacao entre Fe(ll) e o reagente quelante PAR.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase reversa associada a
deteccdo UV-VIS tem sido empregada com sucesso na determinacdo de ions
metélicos, sendo observada melhor resolucdo quando se utilizam reagentes de
pareamento idnico (HOSHINO et al., 1990; KANECO et al., 1991; UEHARA et al.,
1991; XU et al, 1991); Optouse pelo reagente de pareamento catibnico
tetrabutilaménio hidrogénio sulfato, pela sua capacidade de neutralizar espécies
anidnicas, como os quelatos formados pela ligacdo do PAR - metais.

5.3.2.2 Especificidade/ estudos de degradacéo forcada

Para ser considerado especifico, um método analitico deve demonstrar ser
capaz de separar e quantificar o analito de interesse em meio a excipientes e

produtos de degradacdo (ICH, 2005). A especificidade foi determinada pela
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analise de solucdo contendo os excipientes e pelos testes de degradacao forcada.
Dessa forma, o detector de arranjo de diodos (DAD) tem grande importancia, pois
determina a pureza dos picos. Quanto mais proximo de 1,0 for o indice de pureza,

mais puro € o pico cromatografico.

5.3.2.2.1 Solugdes placebo

A Figura 15 apresenta o0s cromatogramas sobrepostos das solucbes
placebo e amostra das céapsulas e da forma oral liquida de ferro bisglicinado por
CLAE.

wl CAPSULAS x] F.O.L

a
A b M b

i z 4 i 2 10 o z 4 fi & 1
Time (mir) Time {min)

Figura 15 - Cromatogramas obtidos com a solugdo amostra de ferro bisglicinado (capsulas
e forma oral liquida) na concentragdo de 1,8 pg/ml (a) e com a solucéo placebo (b).
Condi¢des cromatograficas: Coluna Gemini® RP-18 (150 mm x 4.6 mm I.D., 5 um); fase
movel: acetonitrila-agua (28:72 V/V), contendo 1mM de tetrabutilaménio hidrogénio sulfato
e 1% tampao fosfato (pH 8.0); fluxo: 1,0 ml/min; detec¢éo: 706 nm.

A analise da Figura 15, na qual sdo apresentados os cromatogramas
obtidos com as solucdes amostra (a= capsulas e forma oral liquida) e solu¢do dos
excipientes (b), indicou que os excipientes ndo interferem na quantificacdo de ferro
bisglicinado, sendo comprovada a especificidade através do detector de diodos

(DAD), que nao indicou presenca de impurezas no pico do farmaco.
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5.3.2.2.2 Degradacgao Térmica/ Degradacao Fotolitica

A Figura 16 apresenta os cromatogramas da solucdo de Fe-bis-gli ndo

submetida a degradacao forcada e das solu¢des de Fe-bis-gli submetidas a

degradacéo térmica e a degradacéao fotolitica.

1 A
4
E
10
1] A
T T T T
o 2 [ ] g 10
Tirne [rin]
304 B T
giﬂ— 204
E E
10+ 1+
0 . 0 g
T T T T T T T T
o 2 [ ] g 10 o 2 [ 3 g 10
Tirne [min] Tirne [rmin]

Figura 16 - Cromatogramas representativos dos estudos de degradacdo de Fe-bis-gli. (A)
solugdo ndo submetida a degradacéo for¢ada; B) Degradacao térmica (80°C / 24h); C)
degradacéo fotolitica (UV 352 nm, 24h). Condi¢des cromatogréficas: Coluna Gemini® RP-18
(150 mm x 4.6 mm I.D., 5 pym); fase moével: acetonitrila-agua (28:72 V/V), contendo 1mM de
hidrogénio sulfato de tetrabutilaménio e 1% tampédo fosfato (pH 8.0); fluxo: 1,0 ml/min;

deteccao: 706 nm;

Os resultados obtidos das degradacoes forcadas sdo apresentados na

Tabela 19.
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Tabela 19. Resultados do estudo das degradacdes forcadas obtidos através de método
por CLAE

Condicdo Degradacéao (%) Pureza do picd

Amostra controle Néo houv~e 1.00000
degradacéo

Degradacéo térmica (80°C, 24h) 4.65 0.99999

Degradacao fotolitica (UV 352 nm /24h) 25.0 0.99999

“ Valores de pureza de pico na faixa de 0.99999-1.0000 indicam homogeneidade do pico

A exposicao do farmaco a condicdo térmica induziu a uma leve degradacao
de 4,65%, entretanto ndo foram observados picos adicionais no cromatograma. A
degradacéo forcada em luz ultravioleta de 352 nm demonstrou que as solucdes de
ferro bisglicinado (Figura 16-C) degradam em condig¢fes fotoliticas. A degradacao
foi de 25%, ndo sendo observados picos adicionais nos cromatogramas. As
degradacbes observadas originaram produtos ndo detectados em 706 nm,

tratando-se provavelmente da degradacdo do aminoécido glicina.

5.3.2.3 Linearidade

O estudo da linearidade do método foi realizado na faixa de 1,0 a 2,6 ng/ml,
a partir da analise de trés curvas padrdo. Na Tabela 20 sdo apresentados 0s
valores das éareas observadas para solu¢des da SQR de ferro bisglicinado. A partir
das areas absolutas médias foi construida a curva padréo, que originou a equacgao
da reta, estabelecida através do estudo de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados, bem como o coeficiente de correlagédo, representados na

Figura 17.
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A validade estatistica dos valores experimentais obtidos para a curva

padrdo foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA), cujo resultado é

apresentado na Tabela 21 do anexo.

Tabela 20. Areas absolutas das curvas padrdo de ferro bisglicinado, obtidas através de
CLAE, realizadas em trés dias.

Concentracéo Area absoluta* Area absoluta

0
(mg/ml) média DPR (%)

242220
1.0 236448 239548 121
239976

330016
14 323631 329667 1,78
335354

419709
1.8 412648 418701 1,34
423747

515091
2,2 503007 510822 1,33
514369

611544
2,6 595772 604337 1,32
605695

* cada valor representa a média de trés inje¢des, sendo o DPR entre injegbes £ 2%.
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Figura 17. Representacdo grafica da curva padrao de ferro bisglicinado, nas
concentracdes de 1,0 a 2,6 nmg/ml. Condi¢bes: Coluna Gemini® RP-18 (150 mm x 4.6 mm
I.D., 5 um); fase moével: acetonitrila-agua (28:72 V/V), contendo 1mM de tetrabutilaménio
hidrogénio sulfato e 1% tampé&o fosfato (pH 8.0); deteccdo: 706 nm;

A equacdo da reta obtida através da regresséo linear pelo método dos
minimos quadrados (y = 227,685x + 10,783) e o valor do coeficiente de correlagcédo
(r = 0,9999) indicaram a existéncia de relacdo entre as areas obtidas e a
concentragdo da SQR de ferro bisglicinado, ou seja, existe evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressao (SHABIR, 2003). Os resultados das
absorvarcias obtidas avaliados por ANOVA demonstram que a regressao foi
significativa e que ndo ocorreu desvio da linearidade na faixa de concentragéo
estudada (r =0,05).

5.3.2.4 Precisao

Os resultados experimentais obtidos nos doseamentos das capsulas e da
forma oral liquida de Fe-bis-gli, referentes a precisdo do método, encontram-se
nas Tabelas 22 e 23, respectivamente.
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Tabela 22. Resultados experimentais da precisao intradia e entre dias do método por

CLAE, aplicado a capsulas de Fe-bis-gli.

Amostra % do teor declarado

Dial Dia 2 Dia 3

1 97,65 97,14 97,25

2 96,83 97,19 96,74

3 96,96 99,53 96,89

4 98,33 97,12 99,17

5 98,19 98,30 97,89

6 98,39 99,84 99,09

Média intra-dia 97,72 98,19 97,84

DPR intra-dia (%) 0,71 1,27 1,10
Média entre dias 97,92

(n=18)

DPR entre dias (%) 1,01

Tabela 23. Resultados experimentais da precisao intradia e entre dias do método por

CLAE, aplicado a forma oral liquida de Fe-bis-gli.

Amostra % do teor declarado

Dial Dia 2 Dia 3
1 103,49 102,47 103,84
2 103,62 101,18 103,40
3 103,08 102,90 103,75
4 104,33 101,31 104,33
5 103,97 103,17 104,68
6 103,77 100,49 104,82
Média intra-dia 103,71 101,92 104,14

DPR intra-dia (%) 0,41 1,06 0,54

Média entre dias 103,26
(n=18)
DPR entre dias (%) 1,17

A precisdo do método analitico foi demonstrada através da repetibilidade

(intradia) e da precisdo intermediaria (interdias). Os valores experimentais obtidos

para a determinagdo quantitativa do farmaco nas cépsulas, durante os trés dias de
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analise, foram 97,72%, 98,19% e 97,84%. Na precisao intermediaria obteve-se um
teor médio de 97,92% e DPR de 1,01%. Para a forma oral liquida, os valores
obtidos para preciséo intradia foram 103,71%, 101,92% e 104,14%. Na precisao
intermediaria obteve-se um teor médio de 103,26% e DPR de 1,17%. Os desvios
padréo relativos obtidos foram inferiores a 2,0%, indicando a precisdo do método

analitico em termos de repetibilidade e precisdo intermediéria.

5.3.2.5 Exatidao

Os resultados do estudo de exatiddao, realizado através do teste de

recuperacao, estdo descritos nas Tabelas 24 e 25.

Tabela 24. Exatiddo do método por CLAE, determinada pelo percentual de recuperacéo
de SQR adicionada a solucfes de capsulas de Fe-his-gli.

Concentragéao Concentragéo

Amostra adicionada (ug/ml) Recuperada (%)

Média (%)

102,75
R1 0.4 101,09 101,69
101,22

99,98

0,8 98,02 99,32
R2 99,97
99,29

R3 1,2 98,75 99,79
101,32

Recuperacdo média (%) = 100,27; DPR (%) = 1,47
(R1, R2 e R3): amostras acrescidas de SQR
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Tabela 25. Exatiddo do método por CLAE, determinada pelo percentual de recuperagéo
de SQR adicionada a solugdes da F.O.L de Fe-bis-gli.

Concentracéo Concentracéo A ia (0
Amostra adicionada (ug/ml) Recuperada (%) Média (%)
100,53
0,4 99,68 99,96
R1 99,67
98,92
0,8 99,90 99,97
R2 101,08
100,33
R3 1,2 101,22 101,34
102,48

Recuperacdo média (%) = 100,42; DPR (%) = 1,05

(R1, R2 e R3): amostras acrescidas de SQR

A exatiddo do método analitico foi determinada através do teste de
recuperacao. As percentagens médias de recuperacdo estiveram na faixa de
98,02% a 102,75% para as capsulas (Tabela 24) e 98,92% a 102,48% para a

F.O.L (Tabela 25), o que demonstrou a exatiddo do método proposto.

5.3.2.6 Robustez

Os resultados obtidos na determinacéo de ferro bisglicinado nas capsulas e
na forma oral liquida, através de pequenas alteracbes nas condicdes
cromatogréficas, podem ser observados nas Tabelas 26 e 27.
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Tabela 26. Resultados do estudo de robustez do método por CLAE aplicado a capsulas
de Fe-bis-gli.

Pratos Fator de

Parametro TR (min) Assimetria tedricos  capacidade Teor (%)
Método Proposto® 8,40 1,65 5649 6,20 97,92
Vazao (0.8 mL/min) 10,53 1,78 5919 7,63 96,87
Vazao (1.2 mL/min) 7,10 1,60 5248 516 97,40
Acetonitrila (26%) 10,81 1,48 6291 8,46 97,33
Acetonitrila (30%) 6,58 1,89 5081 4,28 97,69
Coluna MN® RP-18 8,70 135 2785 6,52 97,60

(150X4,6; 5mm)

DPR 0,37

® Fase movel :acetonitrila-agua (28:72 V/V), contendo 1mM de tetrabutilamdnio hidrogénio sulfato
1% tampao fosfato (pH 8.0), coluna analitica Gemini® RP-18 (150 mm x 4.6 mm |.D., 5 ym).

Tabela 27. Resultados do estudo de robustez do método por CLAE aplicado a forma oral
liquida de Fe-bis-gli.

Parametro TR (min) Assimetria tepcg?it(?()ss c;:;;girdige Teor (%)
Método Proposto® 8,30 1,60 5658 6,19 103,26
Vazao (0.8 mL/min) 10,54 1,75 5961 7,64 102,85
Vazé&o (1.2 mL/min) 7,10 1,59 5272 5,16 100,09
Acetonitrila (26%) 10,83 1,48 6299 8,48 101,88
Acetonitrila (30%) 6,58 1,89 5098 4,28 100,39
Coluna MN® RP-18 8,70 1,35 2820 6,52 102,38

(150X4,6; 5mm)

DPR 1,28

¢ Fase mavel :acetonitrila-dgua (28:72 V/V), contendo 1mM de tetrabutilaménio hidrogénio sulfato
1% tampao fosfato (pH 8.0), coluna analitica Gemini® RP-18 (150 mm x 4.6 mm I.D., 5 pym).

O estudo da robustez do método tem por objetivo demonstrar a
confiabilidade da analise quando o método é submetido a pequenas e deliberadas
variagcoes, sendo que deve ser considerado durante o desenvolvimento da

metodologia. Constatando-se a susceptibilidade do método a variacbes nas
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condicbes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento. Os fatores considerados na determinacéo da robustez
por CLAE foram: variacdo na composi¢cdo da fase mével, variacdo do pH da fase
movel, diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura e fluxo da fase
movel (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A analise cromatografica das diferentes condi¢cdes analiticas foi realizada
separadamente. Na avaliagdo dos resultados obtidos no teste de robustez
verificouse que, apds alteracdes na proporcdo da fase orgéanica da fase movel,
coluna e fluxo da fase movel, os parametros cromatograficos estiveram de acordo
com as recomendacdes vigentes e que nao houve discrepancia entre os valores
observados. A coluna analitica MN aumentou o tempo de retencdo, diminuiu a

assimetria e o nimero de pratos teéricos, mostrando menor eficiéncia da coluna.

5.3.2.7 Limite de deteccdo e limite de quantificacéo

A sensibilidade do método por CLAE foi avaliada através da determinacao
dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do ferro bisglicinado no
sistema empregado. Os valores obtidos para o LD e LQ foram, de acordo com o
calculado, 0,04 e 0,14 pg/ml, respectivamente. Os resultados indicam que o
método apresenta boa sensibilidade com valores reduzidos de limites de detec¢éo

e de quantificagao.

O método quantitativo desenvolvido e validado por CLAE originou a
seguinte publicacdo que sera apresentada no Anexo 1:

CENI, D. C.; MARTINS, L. A,; PEREIRA, A. G.; FROEHLICH, P. E;
BERGOLD, A. M. An LC lonPairing Method for the determination of Fe(ll) in
Ferrous Bisglycinate Pharmaceutical Formulation. Chromatographia, v. 69, S189-
S194, 2009.
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5.4 Analise estatistica comparativa dos métodos

Com o objetivo de estabelecer uma comparacdo entre os metodos
propostos para a quantificacdo de ferro bisglicinado em capsulas e na forma oral
liquida, realizou-se a analise estatistica comparativa entre os resultados obtidos
da repetibilidade para os métodos propostos, utilizando o Teste t de Student,

presumindo variancias equivalentes.

5.4.1 Comparacao de métodos: VIS e CLAE

Tabela 28. Valores percentuais obtidos no doseamento das capsulas de ferro bisglicinado
por espectrofotometria no visivel e CLAE

VIS CLAE
n=18 n=18

Teor médio (%) 97.48 97,92
DPR 0.87 1.01

5.4.2 Comparacdo de métodos: VIS-D? e CLAE

Tabela 29. Valores percentuais obtidos no doseamento da forma oral liquida de ferro
bisglicinado por espectrofotometria derivada no visivel e CLAE

VIS-D® CLAE
n=18 n=1%

Teor medio (%) 103.50 103,26
DPR 0.83 117

Os resultados do Testet de Student, presumindo variancias equivalentes e
p<0,05 (tabelas 30 e 31 do anexo), demonstraram n&do haver diferenca significativa

entre os métodos propostos por espectrofotometria na regido do visivel e por
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CLAE (Jt| calculado = 1,42 < t critico = 2,03), para quantificacdo de ferro
bisglicinado em cépsulas e por espectrofotometria derivada na regido do visivel e
por CLAE (t calculado = 0,71 < t critico = 2,03) para quantificacdo da F.O.L, ou

seja, os métodos podem ser considerados equivalentes.
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6. CONCLUSOES







A avaliacdo dos caracteres fisicos, solubilidade e aquametria da matéria-

prima permitiram a caracterizagdo do farmaco.

A identificacdo da matéria-prima foi possivel através das reacgles
especificas para Fe(ll) e Fe(lll), espectroscopia de Mdossbauer e

espectrofotometria na regiao do infravermelho (1V).

A presenga do farmaco nas formas farmacéuticas foi assegurada atraves
da identificacdo do ferro bisglicinado pelos métodos e reacdes especificas

para Fe(ll) e Fe(lll) e espectroscopia de Mdssbauer.

O método desenvolvido por espectrofotometria no visivel (VIS) demonstrou
ser especifico, linear, preciso e exato para a analise quantitativa do ferro

bisglicinado capsulas.

O método desenvolvido por espectrofotometria derivada na regido do visivel
(VIS-D) foi validado dentro das condi¢ges estabelecidas, demonstrando ser
linear, especifico, preciso e exato para a analise quantitativa do ferro

bisglicinado na forma oral liquida.

O meétodo desenvolvido por CLAE para determinacdo quantitativa do ferro
bisglicinado cépsulas e forma oral liquida, demonstrou ser especifico,
linear, sensivel, preciso, exato e robusto, para a analise quantitativa do

ferro bisglicinado nos produtos analisados.

v A andlise comparativa entre os métodos propostos VIS e CLAE demonstrou

ndo haver diferenca estatistica significativa entre eles, indicando a
equivaléncia entre os mesmos para a determinacdo quantitativa das

capsulas de ferro bisglicinado, nas condicfes estabelecidas.

v A analise comparativa entre os métodos propostos VIS-D e CLAE

demonstrou ndo haver diferenca estatistica significativa entre eles,

indicando a equivaléncia entre 0s mesmos para a determinagcédo quantitativa

da forma oral liquida de ferro bisglicinado, nas condi¢cbes estabelecidas.
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Tabela 9. Andlise da variancia (ANOVA) das absorvancias obtidas por espectrofotometria
na regiao do VIS.

o Soma dos . F =
Fontes de variacao o] Quadrados Variancia (calculado)  (tabelado)
ENTRE 4 0,99774 0,24944 9766,97* 3,48
regressao linear 1 0,99766 0.99766 39064,49* 4,96
desvio da linearidade 3 0,00009 0.00003 1,13 3,71
DENTRO (residuo) 10 0,00026 0,00003
Total 14 0.99800

* Significativo para p < 0,05.

Tabela 13. Analise da variancia (ANOVA) das absorvancias obtidas por
espectrofotometria derivada na regido do VIS .

o Soma dos A F F

Fontes de variagao ol Quadrados. Variancia (calculado) (tabelado)
ENTRE 4 0,36479 0,09120 4743,56* 3,48
regressao linear 1 0,36472 0,36472 18970,70* 4,96
desvio da linearidade 3 0,00007 0,00002 1,18 3,71
DENTRO (residuo) 10 0,00019 0,00002
Total 14 0,36498
* Significativo para p < 0,05.

Tabela 21. Analise da variancia (ANOVA) das areas obtidas por CLAE.

o Soma dos A F F
Fontes de variagdo g Quadrados. Variancia (calculado) (tabelado)
ENTRE 4 24836 X 10" 6,2090 X 10"  1698,12* 3,48
regressao linear 1 2,4834 X 10" 2,4834 X 10'*  6791,94* 4,96
desvio da linearidade 3  2,0226 X 10" 6,7420 X 10° 0,18 3,71
DENTRO (residuo) 10 3,6564 X 10° 3,6564 X 10’
Total 14 2,4873X 10"

* Significativo para p < 0,05.



Tabela 30. Analise comparativa dos métodos propostos por espectrofotometria no
visivel e CLAE utilizando Teste t de Student

Variavel 1 Variavel 2
Média 97,48 97,92
Variancia 0,72 0,98
Observacdes 18 18
Variancia agrupada 0,85
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 34
Stat t 1,42
t critico bi-caudal 2,03

Tabela 31. Andlise comparativa dos métodos propostos por espectrofotometria
derivada no visivel e CLAE utilizando Teste t de Student

Variavel 1 Variavel 2
Média 103,50 103,26
Variancia 0,74 1,46
Observacdes 18 18
Variancia agrupada 1,10
Hipotese da diferenca de média 0
Gl 34
Stat t 0.71

t critico bi-caudal 2,03
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