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RESUMO

"TESTE DE BIOEQUIVALENCIA PARA FORMULAGCOES CONTENDQO FERRO"

Descreve-se um métodc rapido para avaliar a
bioceguivalénecia do ferro em formulaces suplementadas com
ferro, em especial em formulagdes de sacarose com ferro, a
qual se baseia na cinética da reducdo de ferro (III) a
ferro {II} numa amostra da formulagido. Também sdo descritos
métodos de controlo de gualidade e estojos associados a

eles.



DESCRICAQ

"TESTE DE BIOEQUIVALENCIA PARA FORMULAGOES CONTENDO FERRO"

DOMINIO DA INVENGAO

A invencdc diz respeito a um método rapido para
se avaliar a bicequivaléncia de ferro em formulacdes de
suplementos com ferrc, em especial em complexos de ferro
com hidratos de carbcno, com base na cinética de reducgido de
ferro (III) a ferro (II) numa amostra da formulacdo. A
invengdo também diz respeito a métodos para o controlo da

qualidade e aos estojos asscciados a eles.

ESTADO DOS CONHECIMENTO A DATA DA INVENCAO

0 ferro dextrana £foi desenvolvido para o
tratamento de estados de deficiéncia em ferro, e =era
originalmente administrado por injecgdo intramuscular a
pacientes com deficiéncia em ferro por anemia dgue nédo
conseguiam tolerar diversas formulagdes orals de sais de
ferro. Veja-se, por exemplo, Lawrence, "Develcopment and
Comparison of Iron Dextran Products," PDA Journal of
Pharmaceutical Science & Technology 52 (5): 190-197 (1%98).
Subsequentemente, © ferro dextrana tambkém foi administrade
por via endovencsa verificando-se gque dela resultavam

beneficiocs semelhantes.



Tem sido desenvelvida uma série de formulacgdes
contendo ferro. As injecgdes endovenosas de preparacdes
coloidais de hidréxido férrico, em especial de ferro
sacarose, estdo clinicamente indicadas para ¢ tratamento de
pacientes anémicos com deficiéncia em ferro submetidos a
hemodialise crénica e gue recebem terapia suplementar com

eritropoietina.

O ferrc sacarose ¢ formulado comoc suspensdo
coloidal e administrado a titulo de ©precursor gque &
absorvido pelas células do sistema reticular endotelial,
que libertam ferro iénico. O ferrc iénico liga-se a
transferrina, que, por sua vez, o transfere para a medula
béssea para a eritropoiese ou para a ferritina e para a
reserva de armazenagem de ferro na medula, no bago e no

figado.

Fisiologia e Metabolismo do Perro

C corpo humano armazena ferro trivalente sob a
forma de ferritina e de hemo-siderina. A ferritina &
constituida por uma camada exterior de proteina contendo
uma cavidade de armazenagem para um nicleo de
hidréxido/fosfato férrico polinuclear com uma composicdo
aproximada de [(FeOCH)g(Fe)~0OPOs3H;)]ln. A camada proteica
exterior da ferritina, apoferritina, & constituida por 24
sub~unidades polipeptidicas formando a molécula de
apoferritina, que tem uma massa molecular média de cerca de

440.000. A camada exterior de apoferritina tem um didmetro



de cerca de 13 nandémetros (130 A) com uma cavidade interior

de cerca de 7 nandémetros (70 A).

A camada exterior proteica da ferritina,
apoferritina, funciona comoc um enzima ferroxidase na
ligagd8c e na oxidagdo do ferro divalente que depois
armazena na sua cavidade sob a forma de um nucleo
polinuclear de hidréxido/fosfato férrico. A ferritina pode
conter até cerca de 4.500 1ides férricos polimerizados com
uma massa molecular para o conjunto da molécula na gama de
entre 700.000 e 800.0C00. Mais do que 30 % da massa da

melécula da ferritina pode ser ferro.

Quando a quantidade de ferro disponivel excede =z
capacidade do mecanismo de armazenagem de ferro da
ferritina, forma-se uma forma de <ferritina agregada
denominada hemo-siderina, gque & um ccnstituinte normal nos
sistemas mcondécito-macrdéfago. A hemo-siderina é constituida
por moléculas de ferritina, gque perderam parte da sua
camada proteica exterior & se agregaram. a hemo~siderina é
responsavel por cerca de um tergo da reserva normal de
ferro e acumula-se sob a forma de grédnulces insoltGveis nas

paredes do sistema reticular endotelial.

A ferritina é soluvel em agua e pode entrar para
a circulagdc sanguinea por osmose. Os teores normais de
ferritina no sorc dependem do sexo/idade e encontram-se na
gama de entre 40 e 160 ng/mL. Cré-se gue na corrente

sanguinea, a ferritina liberta lentamente ferro divalente



em conjunto comumn agente redutor, tal como um
moncnucledtido flavinico reduzido, e em menor gquantidade,
dacideo ascérbico. 0O ferro divalente volta a ser oxidado a
ferro trivalente pela ceruloplasmina, e depois liga-se
fortemente a proteina do sangue, apotransferrina, formando
a transferrina. A massa mclecular da transferrina é de
cerca de 76.000 e cada molécula tem dois locais de ligacgdo

prara i1des férricos.

Quando se administra a um paciente, um complexo
de ferro com sacarose (ou outros coldéides de ferro
trivalente, formulados por exemplo com gluconato, dextrana,
gorbitol ou dextrina) & removido da corrente sanguinea sob
a forma de uma particula pelos macréfagos do sistema
reticular endotelial e é metabolizado de modo a integrar as
reservas de ferro do corpo, comc hemo-siderina, ferritina e
transferrina. A taxa de remocdo do ferro da corrente
sanguinea depende. tanto da dimensdo da particula coloidal

contendo hidréxido férrico como da sua composigdo.

Sintese de Complexos de Ferro com Hidratos de

Carbono

Os ccomplexos de ferro com hidratos de carbono,
tais como o ferro sacarose, sdc constituidos por particulas
coloidais de hidréxido férrico {isto &, niacleos)
complexados com sacarcse. Estes nuclecs de ferro sdo
preparados pela neutralizagdo do cloreto férrico com um

Alcali até um pH de 2. A este pH, a saturacdo dos i8es



hidréxido induz a formagdo do hidrdéxido de ferrc coloidal,
gue em seguida forma complexos in situ com um hidrato de
carbono adequado, tal como a sacarose. A estrutura do
ntcleo de ferrc segue uma gquimica de coordenacgdo clissica.
0s complexcs de hidratos de carbono com o nicleo de ferro
formam-se gquando os seus grupos hidroxilo substituem
moléculas de 4agua que estavam coordenadas a superficie

exterior do nucleo de ferro.

A ligagido entre o niucleo de ferrc e o hidrato de
carbono é por forgas intermoleculares ndo covalentes, tais
como as devidas & atraccdo entre a carga parcial positiva
dos &atomos do nlUclec de ferro e as extremidades negativas
dos momentos dipolares dos grupos hidroxilo do hidrato de

carbono.

0 ferro sacarose, por exempleo, Ttem uma massa
molecular (M,) de entre cerca de 34.000 e 60.000 Daltons e

uma férmula molecular como se segue:

[NazFesOg (OH) *3 (H20) Jn*m{C12H22011)

em que n ¢ o grau de polimerizagdo do ferro e m é
o nimero de moléculas de sacarose (CigH22011) no complexo com

o nucleo polinuclear de ferrc polimerizado:

[NazFesOg (OH) * 3 (H20) 1n-



Em solucdc, existe um equilibrio entre um niucleo
polinuclear de ferro polimerizade (Pn) e o seu ligando

solubilizante {L):
[Pn]+ (m) L] = [Pn]sm[L]

Para se assegurar um complexo de ferro soluvel em
dgua, & necessaria uma quantidade em excesso do ligando

solubilizante, e o equilibrioc é tal comoc se segue:

[Pnj+ () [L] = [Pn]em{L]+ (x-m){L]

Um método preferido de sintetizar complexos de
ferro com hidrato de carbono como estes estd descrito, por
exemplo, na publicacdo do Pedido de PCT WO 97/11.711

(1997}, por Lawrence et al.

Avaliacdo da Homogeneidade do Ferrco Hidrato de

Carbono

0s complexos de ferro com dextrana produzidos
pela neutralizagdo de cloreto férrico na presenca de
dextrana tém uma férmula estrutural semelhante, mas diferem
no grau de polimerizagdo dos nuclecs de hidrdxide férrico.
Veja-se, por exemplo, Lawrence (1898). C artigo de Lawrence
também descreve métcdos para se avaliar a homogeneidade das
dimens&es das particulas num complexo de ferrc com dextrana

medindo a sua cinética de redugdo. Depois de descrever a



avaliagdo de trés produtos de ferro com dextrana
provenientes de fabricantes diferentes, o artigo relata a
existéncia de diferengas notdaveis entre eles no gue toca

aos pardmetros fisicos e quimicos gue se mediram.

Determinacgido da Bicequivaléncia das Particulas de

Ferro Dextrana

Tal c¢como se afirmou acima, as formulacges
comerciais de suplementos de ferro sdao suspensdes coloidais
complexas. Por exemplo, de acordo com a Monografia da USP
para Injeccgdc de Ferro Sacarose por Luitpold
Pharmaceuticals, Inc., a publicar no 2° Suplemento da USP
25 em Julho/Agosto de 2002, uma tal formulacdo tem pH
controlado, e contém uma quantidade controlada de material
em particulas para além das componentes do ferrc e da
sacarose. Uma comparacdo entre preparagles comercials de
complexos de ferro (III) com dextrina foili descrita por
Erni, et al., "Chemical Characterization of Iron (III)-
Hydroxide-Dextrin Complexes" Arzneim.-Forsch./Drug Res.
34(11): 1555-1559 (1984). No artige afirmava-se gue os
produtos de  hidrdélise do ferro (III) podem diferir
enormemente nc que toca as suas propriedades estruturais,
morfoldgicas, e gquimicas, consoante as condigdes sob as
quais sdo formados, e outros factores. Prestava-se mais
atencdo a natureza de tais produtos de hidrélise mais dc
que ao estado de oxidacgdoc do ferro, ou seja ferro (II) em

comparagao com ferro (IIT).



Erni et al. descrevem a andlise c¢inética da
redugdoc do ferro (III) e relacionam-na com a distribuicic
de dimens&es das particulas e a gama de razdes entre
superficie e volume é monodispersa, quando comparada com a
de sistemas polidispersos. Vejam-se, por exemplo, as
Seccgdes 2.3 e 3.2 nas paginas 1.556-57. 0 Acido ascdrbico,
o é&cide citrico, o Acido fosférico e o sorbitol foram
alguns dos agentes redutores utilizades por Erni, et al.
Também é descrita a biodisponibilidade nc contexto das
preparagdes orais; no entanto, notavelmente, estes aﬁtores
concluem gque apenas ccm testes quimicos ndo sera possivel
prever a biodisponikilidade, uma vez gue eles n&c simulam o
ambiente quimicamente complexo do intestino (Veja-se a

pédgina 1.559).

Qutros . processos conhecidos té&m utilizado a
distribuicdo de massas moleculéres de um complexo para
correlacionar com a sua biodispcnibilidade. No entanto,
este tipo de distribuicdo parece depender muito do método,
do protocolc e dos padrSes gue se utilizam na analise de
massas moleculares. Veja-se, por exemplc, o PCT W0%7/11.711

de Lawrence, et al.

Podem obter-se junto da FDA linhas gerais acerca
da execugdo de testes in vitro de formas orais de dosagem
sélidas para libertacdo imediata testando a sua dissolucéio,
em http://www.fda.gov/cder/guidance/1713bpl.pdf, num

documento que se intitula "Guidance for Industry:



Dissolution Testing of Intermediate Release Solid Oral

Dosage Forms".

Deste modo, se por um Jj& foil publicéda lado uma
avaliacdo das dimensdes das particulas de complexos
contendo ferro, com base na sua cinética de degradacdo por
reducdo, na literatura nZc parece ter sido identificada
nenhuma correlagdo especifica entre a distribuicdo de
dimensdes e a bioequivaléncia. De facto, até & data ndo
foram definidos e asscciados nenhuns parametros cinéticos
especificos com a bioequivaléncia, tais come o Tys. Aguilo
cuja falta se tem feito sentir, portanto, é um métodc
preciso e barato para medir de forma segura ¢ consistente a
bioequivaléncia de composigdes contendc ferro, bem como um
padrdc para controlo da qualidade aplicavel a este tipoc de
determinacdo. Um tal métodc também permitiria a optimizacgdo
de formulacdes de suplementos com ferro, e a comparagéo

entre diferentes fabricos na producgdo.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAO

No corpo humano, o metabolisme e a mobilizagdo do
ferro envolve uma série de reacgdes de oxidagdo/redugdo nas
guais o numero de oxidagdo do ferrc se altera entre os seus
estados divalente e trivalente. Para controlar e para
monitorizar a Dbiocequivaléncia de complexos de ferro-
sacarose entre diversos fabricos, foi desenvolvido um teste
in vitro para medir a velocidade de redugdc do ferro

trivalente a ferro divalente nos hidréxidos de ferro



coloidais. O nucleo contendo hidréxido férrico coloidal
dissocia-se & medida que o ferrc é reduzido, e a velocidade
de dissociacdo do hidréxide férrico coloidal & directamente
proporcional & dimens&o das suas particulas. Para além
disto, para nucleos de hidréxide férrico gue tenham uma
dimensdo de particula e uma composicdc uniformes (isto &,
monodispersa), a velocidade da sua redugdo segue uma

cinética de primeira ordem.

Numa concretizacao preferida da invengdo
presente, utiliza-se a adigdo de um excessc de acide
ascérbico em soro salino fisioldgico a titulo de agente
redutor neste teste in vitro. O &cido ascdrbico (CgHgOs)
reduz o ferro trivalente do nticleo (Fe®') ao ido ferro

divalente (Fe?") como se segue:

2 ((Fe{OHs3)) (Pp-1) 1 +CgllgOe—2Fe (OH) 242 (Pp-1) +CeHgOg+2H,0

0 acido ascoHrbice é oxidado ao acido

desidroascdOrbico (CegHgOs) e o hidréxido férrico (Fe(OH)s) &

reduzido ao hidréxido ferrosoc (Fe (OH)»).

Os complexos de hidréxido férrice tém uma cor
encarnado escura a castanha em solugdo, com uma forte banda
de absorgdo a 450 nm. a medida gque ocorre a redugdo a
hidréxido ferroso, a cor vai desaparecendo, o que se traduz
numa diminuigdo da absorvadncia. Este decaimento (ou esta

dissociacgdo) pode ser facilmente monitorizada num



espectrofotémetro de UV/Vis com temperatura controlada (a

37 + 1°C) regulado para 450 nm.

Noutra concretizacdo da invencéo presente,
utilize-se o pericdo de tempo Ty para a redugdo do
complexo c¢om hidrato de carbono para se determinar a
bioceguivaléncia relativa, reduzindo o© complexo com um
agente redutor apropriado. Consegue-se um padrdo de
bicequivaléncia preferido para uma formulagdo de ferro-
sacarose gquando © periodo de redugdoc Tys € ndc superior a
20 minutos e a representagdo da reacgdo em termos de "Log
(% de Concentracdc de Ferro Trivalente)" em relagdo a
"Tempo" & linear, com um valor abscluto do coeficiente de

correlacdo ndo inferior a 0,98.

Podem verificar-se meis caracteristicas,
vantagens, e concretizacdes da invengdo, gue se tornam
aparentes quando se leva em consideragdoco a descricgdo
pormenorizada que se segue bem como as reivindicagdes. Para
além disto, deve entender-se que tanto a descrigio resumida
da invengdo que precede como a descrigdo pormenorizada que
se segue sdo exemplares, e se pretende gue proporcionem uma
explicacgédo adequada sem qué limitem o &mbito da invencdo

tal qual ele é reivindicado.

DESCRIGCAC PORMENORIZADA DA INVENGAO

A invengdo presente baseia-se, em parte, em se

ter verificade gque a bicequivaléncia deo ferro em complexcs



de ferro com Thidratos de carbono, em especial em
formulagdes de ferro-sacarose, pode utilmente ser
determinada avaliando a cinética da degradacdo por reducdo
de complexos contendc ferro (III). Os inventores presentes
verificaram especificamente que © periodo da reducio de uma
preparagdo determinada pode ser utilmente correlacionado
com a sua bioequivaléncia. Uma vez gue a cinética da
reducdo €& uma funcgfo da distribuicido de dimensdes das
particulas dos complexos, uma anadlise desta c¢inética
permite a determinacdo da distribuigdo das dimensdes das
particulas. A distribuigdo das dimensfes das particulas é
utilizada por seu turnc para determinar a bioeguivaléncia.
Este método diminui o tempo necessédrio para e fazer a
andlise e diminui significativamente os custos que de outra
forma se encontrariam associados com a avaliagdc da
bioequivaléncia de formulagdes de suplementos com ferro

durante e apds o seu fabrico.

A Invengdo presente diz respeito a um método para
se determinar a biocequivaléncia relativa do ferro num
complexo de ferro com hidratos de carbono, levando ao
contacto o complexo com um agente redutor, determinando a
cinética de reducgdo do complexc, e comparando esta cinética
com a cinética de reducdo de uma composigidc padrdo com uma

biocequivaléncia conhecida.

A invencdo presente também inclui um método para
se determinar a Dbiocequivaléncia relativa do ferro num

complexo de ferro com hidratos de carbono levandc-o ao



contacto com um agente redutor e determinando o valor de
T para a cinética de redugdo do complexo. Um wvalcr de Tis
inferior a cerca de 20 minutos indica um biocequivaléncia
eficaz do ferro no complexo, dquando administrado a um
sujeito. Preferivelmente o Tys serd menor do que cerca de
18 minutos, e mais preferivelmente o T;5 serd de entre

cerca de 9 e cerca de 18 minutos.

Os complexos de ferro com hidratos de carbono sao
preferivelmente constituidos por hidratos de carbono, tais
como a dextrana, a dextrina, o gluconato, o sorbitol e a
sacarose, por exemplo. De preferéncia, o complexo de ferro
com hidratos de carbono é ferro-sacarose.

Os métodos inventivos podem utilizar um grande
nimerc de agentes redutores adequados, incluindo, por
exemplo, mononucleétido de flavina reduzido, ditionito,
tioglicolate, hidroquinona, lactato, citrato, bicarbenato,
piruvato, succinato, frutose, cisteina, sorbitol, e é
especialmente preferido o acido ascdrbico. O agente redutor
pode estar presente numa quantidade suficiente para levar a
reaccdo de reducdo até ela se completar, ou pelo menos até
ela se completar substancialmente, e preferivelmente, num
excesso de cerca de 50 vezes em relagdo ao complexo de
ferro-hidrato de carbono. E também preferida a utilizacio
de ;m agente redutor que se encontre em solucdo e que tenha

um pH &cido, e de preferéncia o pH da solugado & de entre

cerca de 1,0 e cerca de 4.0.



- 14 -

A invencdo presente também inclul um aparelho
inventivo para o controlo da qualidade por determinacdo da
bioequivaléncia de complexos de ferro com hidratos de
carbono. O aparelho inventivo inclui um sistema de produgdo
monitorizado por computador gque monitoriza a cinética de
reducdo do produto de uma reacgio entre um hidrédxido
férrico coloidal e um hidrato de carbono, em diferentes

estdgios da reaccgéo.

O produto ¢é preferivelmente reduzido com um
reagente redutor, tal comoc o é&cido ascédrbico. O agente
redutor estard preferivelmente presente numa guantidade
suficiente para levar a reacgdo de redugdo até ao final, ou
pelo menos a completar-se substancialmente. Mais
preferivelmente, o agente redutor estaréa presente num
excessc de cerca de 50 vezes em relacgdo ao produto. Também
€ preferido um agente redutor gue se encontre em solucdoc e
tenha um pH &cido, e é especialmente preferido um pH da

sclugdo de entre cerca de 1,0 & cerca de 4,0.

O produto é preferivelmente um complexo de ferro
com um hidrato de carbonc seleccicnado de entre o conjunto
constituide por dextrana, dextrina, gluconato, sorbitol e
sacarose. F especialmente preferido que o hidrato de

carbono seja a sacarose.

A 1invengdo presente também diz respeito a um
método de contreclo de qualidade para identificar fabricos

de complexocs de ferro com hidratos de carbono que detenham



substancialmente a mesma bicequivaléncia. O método inclui a
formulagéo de complexos de ferro com hidratos de carbeno,
utilizando-se o métodoc acima para se determinar a cinética
de reducdc de um determinado fabrico seleccionado de
complexo de ferro com hidrato de carbono, e identificando
fabricos de complexo de ferroc com hidrate de carbono que
cumpram a cinética de redugdo de uma composigido padrdc cuja

bioequivaléncia seja conhecida.

Também se inclui na invengdoc presente um estojo
para se avaliar a bioequivaléncia de um complexo de ferro -
sacarose utilizande um contenter no gqual se mantém uma
amostra de complexo de ferro-sacarcse, melos de determinar
a cinética de redugic do complexo de ferro-sacarcse, e
meios de relacionar a cinética de reducdo com a

biceguivaléncia de um complexo padréo de ferro-sacarose.

Definicdes

"Biodisponibilidade™ significa a disponibilidade
fisicldgica de uma determinada gquantidade da componente
activa de um férmaco administrado por wvia oral a um
sujeito, sendo distinta da concentracdo guimica do farmaco

ou da sua poténcia.

"Bioequivaléncia™ significa um perfil de
actividade substancialmente semelhante de um farmaco, em
comparacdo com um padrdo, ou com outra formulacdoc, para

esse fArmaco ou para outro farmaco.



- 16 -

"T.s" ou "periodo Tis" ou "tempo de reducdo Tos"
significa o periodo de tempo (em minutos) findo o qual né&o
menos de 75 % do hidréxido férrico inicialmente presente na
solucdo coloidal de ferro sacarose foi reduzido (isto &,
dissociade) .

A luz da descricdc precedente, 0s exemplos
especifices que se apresentam adiante séo apenas
ilustrativos e ndc se pretende gue limitem ¢ &ambito da
invencdo. Serdo aparentes outras configuragdes tanto

genéricas como especificas acs especialistas da técnica.

EXEMPLOS

Preparam-se diariamente as solugdes de partida.
Prepara-se uma solugdo para diluigdo com cloreto de sdédio a
0,9 % (solucdo A) pesando 9,00 g de cloreto de sédioc num
baldc volumétrico de 1.000 mL, e adicionando Agua
purificada até perfazer o volume. Mantém-se entdo a solugao

a 37°C num banho-maria.

Prepara-se uma soclucdoc de partida de &cido
ascoérbico (solucdo B) pesando cerca de 8,8 g num baldo
volumétrico de 50 mL, e adicicnando em seguida tanta
solucdo A gquanta seja necessario. Também se mantém esta

solugdo a 37°C,

Prepara-se uma solugdo de partida de ferro

sacarose transferido 5,0 mL da amostra para um baldo



volumétrico de 50 mL, e depois adicicnando 4&agua até

perfazer o volume. Também se mantém esta solucdo a 37°C.

O procedimento geral para se meonitorizar a
reacgdo envelve colocar-se 20,0 mL de solucdo A, 4,0 mL de
solucdo B e 1,0 mL de solugdo de partida de ferro sacarose
num baldo volumétrico de 25 mL. Agita-se bem esta soclugdo e
depois transfere-se uma guantidade apropriada para uma
célula de 1 cm em quartzo que se ccloca num
espectrofotdédmetro de UV/Vis com temperatura conérolada
regulada para 37°C. Mede-se a absorgdo a 450 nm a
intervalos de 1 minuto durante um periodo total de tempo
reaccional de 80 minutos. Utiliza-se como branco a solucgdo

A,

A percentagem de concentragdo em ferro trivalente
a um determinado instante de chservagdo & calculada
utilizando a equacdo seguinte:

100x[ (Abs. Observada-2bs. Final}/({Abs. Inicial-Abs. Final)]

A solugdo de ferro sacarose cumpre ¢ seu padrao
de bicequivaléncia se o periode de redugdo Tys néo for
superior a 20 minutos e se uma representacdo de "Log(% da
Concentracdo de Ferro Trivalente)" em relacdo ao "Tempo" ao
longo de 60 minutos for linear com um coeficiente de

correlacdo ndo inferior a 0,98.

Exemplo 1l: Testes In Vitro Utilizados no Controlo

de Solugdes Intermedidrias de Ferro Sacarose:



Leva-se ao contacto wuma solugdo saturada de
cloreto férrico com uma solugdo a 10 % (pesc/volume) de
carbonato de sdédio, a um pH neutrc préximo de 7. Lava-se o
gel coloidal de hidréxido férrico resultante com
gquantidades suficientes de &gua ©purificada para se
removerem todos os vestigios de cloretc de sdédio, presente

a titulo de co-produto da reaccéo.

Adicicna-se ao gel coloidal de hidréxido férrico
uma quantidade suficiente de solugdo saturada de sacarose,
num velume equivalente, para se obter uma solugdo final
contendc aproximadamente 4,0 %, em peso, do elemento ferro.
Ajusta-se o pH da solucgdo a 10,7 com hidrdéxide de sdéddio e
mistura-se a solugdo a 90°C durante 36 horas. Obtém-se
amostras do processc para Controlo de Qualidade testando-se
sobre elas 0 eH, o contendo em ferro e a sua
bicequivaléncia in vitro. Quande 0s resultados cumprem as
especificagdes, ajusta-se o volume da soclucgdo por adigdo de
dqua purificada para se obter um conteldo final em ferro de
cerca de 4,0 %, em peso, do elemento ferro, e depois

filtra-se através de uma membrana de 0,2 micron.

Obtiveram-se o0s seguintes Resultadcs nos testes
in vitro de uma solucdo intermedidria de ferro sacarose

contende 3,7 %, em peso, do elemento ferroc:

Tabela 1: Testes In Vitro da Solugdoc Intermediiria de Ferro

Sacarose
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Tempos Absorvincia. a 450/LOG (% de Conc. de
(Minutos) nm Ferro Trivalente)
0,0 1,5154 2,000
5,0 0,2493 1,792
10,0 0,5762 1,568
15,0 0,3369 1,320
20,0 0,2012 1,071
25,0 0,1312 0,849
30,0 0,0934 0,656
35,0 0,0708 0,479
40,0 00,0565 0,313
45,0 0,0463 0,137
50,0 0,C0402 -0,018
55,0 0,0348 -0,224
60,0 0,0315 -0,425
65,0 0,0292 —-—=
70,0 0,0276 ——=
75,9 0,0267 —
80,0 0,0259 ———
Resultado daiConstante (b): 1,93237
regressdo:

Exrro Padréc naf0, 05684
‘‘‘‘‘‘‘ estimativa de Y:

R Quadrado: 0,96514

Coeficiente dei0, 99757

Correlacéo:

N°. de Observacdes: 13
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Tempos Absorvidncia. a 450LOG (% de Conc. de

{Minutos) nm Ferro Trivalente)

Graus de Liberdade: {11

Coeficiente de Xi-0,04001

(m):
Erro Padrdo doi0, 00084
Coeficiente:

Os valores relativos a regressdoc para o Grafico 1
demonstram que a reducdo do ferrc trivalente & linear com
um coeficiente de correlacdo de 0,99%757, que indica que =z
reducdo desta solugdo de ferro sacarose, adequada para
utilizagdo como um injectavel, segue uma cinética de
primeira ordem. C valor de Ts5 fol calculado utilizando a

equagdo seguinte:

T,s=(1,3979-b) /m

em que "1,3979" & o Log da % da concentracdo de
ferro trivalente no ponto de tempo que corresponde a 75 %
da redugdc (isto &, em gque a % da concentragdo de ferro
trivalente = 25 %), "b" é a constante, e "m" & o

Coeficiente de X.

Utilizando c¢s valores de "b™ e de "m" obtidos a
partir da regressdo linear do Gréafico 1, determina-se que o
valor de Ty para esta solugdoc intermedidria de ferro

sacarose €& de 13,36 minutos.
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Exemplo 2: Utilizagdo do Teste In Vitro no
Controlo de Solugdes de Ferro Sacarose Adequadas para

Utilizagdo a Titulo de Injectaveis.

Prepara-se uma solugdo de ferro sacarose,
adequada para utilizacdoc a titulo de injectdvel, diluindo
uma solucdo intermedidria, tal como a descrita no Exemplo
1, com &gua para injecgdo, a uma concentragdoc final do
elemento ferro de 20 mg/mL. O valor do pH da soclugéo
resultante & ajustado a 10,8 com hidréxidc de sddic, e em
seguida agita-se a solucdo até estar homcgénea. Transfere-
se a solucdo por linhas de transferéncia em aco inoxidavel
e filtra-se através de dois filtros esterilizados de 0,2
micron, montados em série, para um frasco esterilizado
destinado ao enchimento. Tanto ¢ filtro comec o frascoc de
enchimento estdo montados sob um caudal laminar no interior
da dependéncia destinada ao enchimento, sob condigdes

constantes da classe 100.

Todo o© equipamentc utilizado para o© enchimento
estéd identificado, esterilizado, e & registado. As rolhas
sdo lavadas, revestidas com silicone, tornadas isentas de
pirogénics e esterilizadas. A vidraria é lavada com 4&gua
desionizada sendo por ultimec passada por &gua para

injeccdo, e em seguida & tornada isenta de pirogéniocs.

Os dispesitivos de enchimento das ampolas estdo
situadecs em posigdes de trebalho sob caudal laminar de

classe 100 em dependéncias limpas e com ambiente
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contreoladeo, de classe 10.000. Os filtros HEPA directamente
acima dos enchedores de ampolas proporcionam uma parede
invisivel de ar estéril isento de particulas para impedir a
contaminag¢do. Completade o enchimento, o produtoc & tratado

termicamente num autoclave a 100°C durante 35 minutos.

Obtiveram-se os Resultadeos de teste in wvitro
seguintes para uma solugdo de ferro sacarose, adeguada para
utilizacdo a titulec de injectédvel, contendc 20 mg/mL do

elemento ferro:

Tabela 2: Testes In Vitro de Solugédo Injectavel de Ferro

Sacarose
Tempos Absorvancia. a 450;LOG (% de Conc. de
(Minutos) nm Ferro Trivalente)
0,0 0,9735 2,000
5,0 0,5382 1,735
10,0 0,2859 1,444
15,0 C,1650 1,179
20,0 0,1050 0,944
25,0 0,0745 0,748
30,0 0,0552 0,553
35,0 0,0432 0,364
40,0 0,0351 0,164
45,0 0,0314 0,030
50,0 0,0270 -0,215
55,0 0,025C -0,329
60,0 0,0235 -0,617
65,0 0,0220 ———
70,0 0,0215 ————
75,0 10,0207 —
80,0 0,0212 -




- 23 -

Tempos Absorvancia. a 450/LOG (% de Conc. de

{(Minutos) nm Ferro Trivalente)
Resultado dajConstante: 1,87588
regressio:
Erro Padré&o na;0,06695
estimativa de Y:
IR Quadrado: 0,99395
Coeficiente dei0, 99697
Correlacdo:

N°. de Observacbes: [13

Graus de Liberdade: f11

Coeficiente de X: -0,0422
Erro padréo doll, 00099
coeficiente:

Tal como no exemplo 1, os valores relativos a
regressdo para o Grafico 2 demonstram gque a redugdo do
ferro trivalente é linear com um coeficiente de correlacdo
de 0,9969, que indica que a redu¢do desta solucdo de ferro
sacarose, adequada para wutilizagdo como um injectavel,
segue uma cinética de primeira ordem. O wvalor de T4s foi

calculado utilizando a equagdo sequinte:

T75= (1 ’ 3979-b) /m

e verificou-se ser de 11,32 minutos.

Embora a invencdoc presente tenha sido descrita em
pormenor com referéncia aocs exemplos acima, deve entender-
se que se poderdo fazer diversas modificagdes sem gque isto
represente qualquer afastamento em relagdc ac espirito da
invengdo. A invengdo é portanto limitada apenas pelo ambito

das reivindicag¢des que se seguem.

Lisboa, 21 de Novembro de 2008




REIVINDICACOES

1. Um método de avaliar o perfil de actividade
do ferro num coldéide contendo um complexo de ferrc
trivalente com um hidratce de carbono, para administragdo a
um sujeito, em comparagdoc com um Ppadrdc (isto &, a sua

bioequivaléncia), incluindo:

levar-se o complexo ao contacto com pelc mencs

um excesso de 50 vezes de um agente redutor:

determinar-se um periodo de tempo (em minutos)
ao fim do gual nédc menos de 75 % hidréxido
férrico na solucdo colecidal de ferro com

hidrate de carbonc haja sido reduzido ({Tis):;

em gue um valor de Tys inferior a 20 minutos
indica ume bicequivaléncia do ferro trivalente
no complexo, gquande ¢é administrado a um

sujeito.

2. 0 método da reivindicagdo 1, no qual se
obtenha além disto uma representacgdo grafica da reacgdo de
reducdc, do Log (% de concentracido de complexo coldide de
ferro trivalente) em relacdo ao tempo, e em dJue uma
regressdce linear absoluta com um coeficiente de correlacgdo

ndo inferior a 0,98 indique a bicequivaléncia dos colédides



de ferro trivalente no complexo, quando administrado a um
sujeito.

3. O método de qualquer uma das reivindicacdes
1 e 2, no qual o hidrato de carbono do complexo coldide de
ferro trivalente com hidrato de carbono inclua pelo menocs
um membrc seleccionado de entre o conjunto constituido por

dextrana, dextrina, gluconato, sorbitol e sacarose.

4, O método das reivindicagdes 1, 2 ou 3, no

gual o hidrato de carbono contenha sacarcse.

5. O método de acordo com as reivindicagdes 1 ,
2 ou 3, no qgqual o agente redutor inclua pelo menos um
membro seleccionado de entre o conjunto constituido por um
mononucledtido flavinico reduzido, ditionite, tioglicolato,
hidroquincna, lactato, citrato, bicarbonato, piruvato,

succinato, fruteose, cisteina, sorbitol, e adcido ascdrbico.

6. O método das reivindicactes 1 , 2, 3 ou 4,

no qual o agente redutor inclua acido ascdrbico.

7. O método de acorde com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, no qual o agente redutor esteja em

solucdo e tenha um pH acido.

8. O método de acordo com a relvindicagido 7, no

gual a solugdo tenha um pH de entre 1,0 e 4,0.



9. Um método de controle de qualidade para
coldéides de complexos de ferro trivalente com hidratos de
carbono pela avaliagdoc de um perfil de actividade do ferro
num coldéide de complexo de ferro trivalente com hidrato de
carbono para administracdo a um sujeito, em comparacdo com

. um padrdo (isto é a sua bioequivaléncia), que inclua:

formular-se uma porgdc de coléides de complexo

de ferro trivalente com hidrato de carbono;

levar-se a cabo o método de qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 8.

Lisboa, 21 de Novembro de 2008



Grafico 1

Log (% Concentracdo de Ferro Trivalente) em
relacdo ao Tempo
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Grafico 2
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