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Resumo

Apesar do &cido folico (AF) ser utilizado em pediatria na prevengdo e tratamento de deficiéncias desta vitamina,
ndo existe actualmente disponivel uma forma farmacéutica adequada a doentes pediatricos, o que requer o
desenvolvimento de uma preparacao liquida extemporanea. A utilizagdo segura destas preparagdes deve ser
suportada por documentacao adequada sobre estabilidade fisica e quimica. O objectivo do presente trabalho foi
investigar a estabilidade do AF numa suspensdo oral extemporanea 50 g/ml, preparada a partir de comprimidos
disponiveis comercialmente (5 mg). A suspensdo de AF foi conservada em recipientes de vidro a temperatura de
2-8 °C e sob protecc¢do da luz. Cinco amostras independentes foram analisadas no tempo 0 e apds 1, 3, 5 e 7 dias.
O teor em AF foi determinado atraves de um método de HPLC em fase reversa, com adequada linearidade,
precisdo, exactiddo e selectividade. A concentracdo de AF foi superior a 95% em todos os tempos de amostragem
e a aparéncia fisica, cor e odor da suspensao néo sofreram alteracdo durante o periodo do estudo. O AF revelou
ser estavel em suspensdo agquosa pelo menos durante 14 dias a 2-8 °C e ao abrigo da luz, o que podera permitir a
sua utilizagdo em doentes pediatricos
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Abstract

Although folic acid (FA) has been used in paediatrics to prevent or treat deficiencies of this vitamin, a suitable
dosage form is not currently available for paediatric patients, which means that an extemporaneous liquid dosage
form must be developed. The use of these preparations must be supported by convenient documentation of
physical and chemical stability. The aim of this study was to investigate the stability of FA in a 50 g/mL
extemporaneous oral suspension, prepared from commercially available tablets (5 mg). The folic acid suspension
was stored in glass containers at 2-8 °C and under light protection. Five independent samples were analysed at
time 0 and after 1, 3, 5, 7 and 14 days. Folic acid concentrations were quantified by a reversed-phase HPLC
method, with acceptable linearity, precision, accuracy and selectivity. The concentration of folic acid was above
95% in all the sampling times and the suspension, physical appearance, colour and odour did not change during
the study period. Folic acid was stable in aqueous suspension for at least 14 days under refrigeration (2-8 °C) and
light protection, which could permit its use in paediatric patients.
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Introducéo

A maioria dos medicamentos de uso humano
disponiveis no mercado ndo apresenta uma aprovagdo
especifica para a sua utilizacdo em pediatria, 0 que
poderia representar uma verdadeira limitacdo ao
acesso a regimes terapéuticos totalmente optimizados.
No entanto, na realidade verifica-se que uma elevada
percentagem dos medicamentos utilizados em
ambiente hospitalar pediatrico corresponde a
medicamentos ndo autorizados (em rela¢do a idade, via
de administracdo ou indicagdo terapéutica) ou sem
indicacdo clinica especifica (regime off-label) para
doentes pediétricos'. De facto, num estudo realizado
em 5 hospitais pediatricos Europeus verificou-se que
mais de metade dos medicamentos utilizados (63%),
correspondiam a medicamentos ndo autorizados e/ou
em regime off-label para doentes pediatricos®.

Custos elevados, imposicGes legais adicionais e
retorno financeiro limitado, dado o reduzido tamanho
do mercado pediatrico para a maioria das indicacdes
terapéuticas, constituem impedimentos ao
desenvolvimento e comercializagdo de formulagdes
farmacéuticas pediatricas. Assim, a menos que
determinada patologia ocorra exclusiva ou
frequentemente na populacdo pediatrica, a inddstria
farmacéutica é relutante em financiar a investigagdo e
desenvolvimento de formulagdes pediatricas™.
Aadministracdo de uma dose pediétrica precisa, eficaz
e segura exige uma avaliagdo pormenorizada das
diferencas em termos farmacocinéticos e
farmacodinamicos entre doentes adultos e pediatricos,
0 que nem sempre pode ser traduzido por um simples
ajuste posoldgico por peso corporal ou &rea de
superficie corporal. Por outro lado, é necessario
considerar questBes praticas relacionadas com a
adesdo aterapéutica. O sabor, atexturae afacilidade de
administracédo sdo factores de enorme importancia em
contexto pediatrico.

Quando ndo existe disponivel, para uma determinada
substancia activa, um medicamento para uso
pediatrico, as alternativas possiveis incluem: a)
utilizacdo de uma substéncia activa semelhante, mas
gue eventualmente podera apresentar menor eficacia
e/ou maior toxicidade; b) ajuste posolégico do
medicamento disponivel para a populagdo adulta, mas
sem alteracdo da forma farmacéutica; c) preparacgdo de
uma formulacdo extemporanea a partir do
medicamento para uso em doentes adultos”. O
principal obstaculo a segunda opg¢do corresponde a
reduzida disponibilidade de formas de dosagem
liquidas. Em geral, criangas com idade inferior a 7 anos
ou em situactes de disfagia ou com alteragdes mentais,
apresentam dificuldade na ingestdo de formas de
dosagem solidas. Por outro lado, a administracdo de
doses pediéatricas de acordo com o peso corporal oua
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Introduction

The majority of commercially available human
medicines has not presented any special licence for
paediatric use, which could represent a real limitation
in the access to a fully optimized therapeutic regimen.
Nevertheless, a high percentage of drugs used in a
paediatric hospital environment are either not licensed
for use in children (in relation to age, administration
route or therapeutic indication) or are prescribed
outside the terms of their product licence (off label
prescribing).” In fact, a study performed in five
European paediatric hospitals observed that over half
of the patients (63%) received an unlicensed or off
label drug prescription.”

High costs, additional regulatory requirements and
limited financial returns, consequence of the small size
of the paediatric market for many therapeutic uses, are
impediments to the development and marketing of
paediatric formulations. Thus, unless a disease occurs
exclusively or frequently in the paediatric population,
the pharmaceutical industry is reluctant to support
research and development of paediatric dosage
forms.”!

A careful evaluation of the pharmacokinetic and
pharmacodynamic differences between adult and
paediatric patients is required for the administration of
an accurate, effective and safe paediatric dose, which is
not always obtained by a simple dose adjustment for
the body weight or body surface area. Aside from
pharmacologic issues, it is important to consider
practical questions of therapeutic compliance. Taste,
texture and ease of administration are also important
factors in the paediatric context.

When a suitable paediatric formulation is not available
for a particular drug, the possible options have
included: a) use of a similar drug, which could
potentially be less effective and/or more toxic; b) dose
adjustment of the available adult medicine, but with no
alteration of its pharmaceutical form; c) preparation of
an extemporaneous formulation from the adult dosage
form." The reduced availability of liquid dosage forms
represents the main obstacle to the second option. Most
children under the age of seven and older children with
dysphasia or an altered mental status, have difficulty
swallowing solid dosage forms. Further, a liquid form
is required for the oral administration of paediatric
doses based on body weight or weight surface area.”
As in other European countries, the use of
extemporaneous products in Portuguese paediatric
hospitals is considered to be significant. In a 2003
study, which was performed to quantify the types of
extemporaneous preparations that are prepared in a
pharmacy at a British paediatric hospital, there was an
observation that most of the preparations were for the
treatment of metabolic diseases (30%), central nervous



area de superficie corporal, exige a existéncia de uma
forma liquida™.

A utilizacdo de produtos extemporaneos em hospitais
pediatricos em Portugal é, & semelhanca de outros
paises europeus, considerada significativa. Num
estudo realizado em 2003, com o0 objectivo de avaliar 0
tipo de produtos extemporaneos preparados num
hospital pediatrico britanico, observou-se que a
maioria se destinava ao tratamento de alteracdes
metabolicas (30%), de alteragdes do sistema nervoso
central (19%) ou de infecc@es virais (11%). Por outro
lado, a maioria das preparagfes extemporaneas
correspondeu a formulagdes liquidas orais, preparadas
a partir de matérias-primas, comprimidos, capsulas ou
injectaveis: solucbes (30%), suspensdes (15%) e
papéis medicamentosos para reconstituicdo (13%)"®.
Um processo simples de se obter uma formulagéo
extemporanea oral, consiste na pulverizagdo de
comprimidos e eventual diluicdo com um excipiente
inerte, com obtencdo dos designados papéis
medicamentosos. A sua utilizacdo apresenta algumas
limitagbes, nomeadamente, elevado consumo de
tempo na sua preparacgao, possibilidade de ocorrerem
perdas no momento da administragdo e necessidade de
mistura prévia com alimentos para facilitar a sua
ingestdo. Preferencialmente, o conteltdo dos
comprimidos ou capsulas deve ser dissolvido ou
disperso num veiculo liquido adequado, originando
solucdes ou suspensdes orais. Podem ser adicionados
varios excipientes para auxiliar a solubilizacdo da
substancia activa (e.g. derivados da celulose), para
favorecer a estabilidade quimica (anti-oxidantes) e
microbioldgica (conservantes) ou, simplesmente, para
melhorar o sabor e/ou odor (xaropes e aromatizantes).
Sempre que ndo exista uma forma liquida adequada a
administracdo pediatrica, € frequente recorrer-se a uma
formulacdo oral extemporanea, cuja estabilidade,
biodisponibilidade, eficicia e seguranga tenha sido
idealmente avaliada. No entanto, dada a reduzida
prioridade no financiamento deste tipo de estudos por
entidades governamentais, industria farmacéutica ou
associacOes profissionais, os dados disponiveis sdo
considerados claramente insuficientes®™”,

Num estudo recente realizado em 21 hospitais
pediatricos de 16 paises Europeus, observou-se, para
além da limitada informacdo sobre formulagGes
extemporaneas, uma reduzida harmonizacdo nas
concentracdes e nos métodos utilizados para a sua
preparacdo nos diferentes paises avaliados. Por
exemplo, na Inglaterra e na Suécia predominam as
preparacdes liquidas, na Franca e Espanhaas capsulase
naFinlandiae Italia, os p6s®.

Numa primeira fase de desenvolvimento de uma
preparacdo extemporanea, é essencial verificar a
estabilidade da substancia activa desde o0 momento da
sua preparacao até a respectivaadministracdo.” Os
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system disorders (19%) and antiviral medicines (11%).
On the other hand, most of the extemporaneous
formulations were oral liquid formulations prepared
from raw materials, tablets, capsules or injections:
solutions (30%), suspensions (15%) and powder for
reconstitution (13%).”

The preparation of drug powder packets after tablet
pulverization and eventual dilution with an inert
excipient is one of the simplest preparation methods for
an oral extemporaneous formulation. However, the use
of drug powder packets has several limitations: the
preparation is extremely time-consuming and it is
difficult to administer without loss or the previous
requirement of mixture with food, in order to improve
their oral ingestion. Preferentially, the contents of
tablets and capsules are dissolved or dispersed in an
appropriate liquid vehicle to prepare extemporaneous
oral solutions or suspensions. Several excipients could
be used to aid drug solubilization (cellulose
derivatives), increase chemical (antioxidants) and
microbiological stability (preservatives) or merely
improve palatability (syrups and flavours).

Whenever a liquid formulation for paediatric
administration is not available, itis common to resort to
an extemporaneous oral preparation, whose stability,
bioavailability, efficiency and safety have been ideally
evaluated. However, the available data of such studies
are limited due to the extremely low priority they are
given by government funding, the pharmaceutical
industry or professional associations.®

Arecent study, performed in 21 pediatric hospitals from
16 European countries, has confirmed that the available
information on extemporaneous formulations is
awfully limited and there is little harmonization
considering the strength and preparation method of
extemporaneous formulations used in different
countries. For example, liquid preparations
predominate in England and Sweden, while in France
and Spain it is capsules, and Finland and Italy use
powders.™

In the earliest step of the development of an
extemporaneous preparation, the evidence of drug
stability since its preparation until its administration is
crucial.” Stability studies should be performed for the
desired drug concentration and in real storage
conditions (storage temperature, duration and type of
container). The physical stability is assessed from
changes in appearance, colour or odour, while the
chemical stability is determined using an adequate
analytical method for the drug quantification.*”
Microbiological stability studies should be conducted
in extemporaneous oral formulations containing no or
insufficient preservatives and be stored at room
temperature over an extended period."

In this context, the main aim of the present study was to
evaluate the physical and chemical stability of an
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estudos de estabilidade devem ser realizados para a
concentracdo desejada de substdncia activa e nas
condigdes reais de armazenamento (tipo de recipiente,
duracéo e temperatura de conservacao). A estabilidade
fisica é avaliada por alteracBes da aparéncia fisica, cor
ou odor, enquanto que a estabilidade quimica é
assegurada através de um método analitico adequado a
quantificacdo da substancia activa®*. Em formulacdes
orais extemporaneas recomenda-se a realizacdo de
estudos microbioldgicos, no caso da auséncia ou
insuficiéncia de conservantes e se se destinam a ser
armazenadas a temperatura ambiente por um longo
periodo de tempo'.

Neste sentido, o principal objectivo do presente estudo
foi a avaliagdo da estabilidade fisica e quimica de uma
suspensdo oral extemporanea de acido félico (AF),
para o qual ndo existe disponivel comercialmente uma
formulacdo adequada a administracdo pediétrica.
Apesar das recomendac6es do uso de AF (0,4 mg/dia)
no periodo periconcepcional estarem principalmente
focadas na prevencdo de defeitos no tubo neural™,
varios estudos sugerem que a sua utilizagdo pode
reduzir o risco de outras situacfes patoldgicas como
alteracOes cardiacas congénitas[&"], anomalias do tracto
urinario®, fissuras orofaciais®®'”, alteragées do limbo™
ou estenose pildrica®. Em pediatria, e em especial em
neonatologia, o AF utiliza-se no tratamento de
deficiéncias desta vitamina, que podem ocorrer em
diversas patologias ou em alguns estados
fisiologicos™*.

Materiais e Métodos

Utilizou-se um padréo de AF USP (USP folic acid RS,
100%) e comprimidos de AF disponiveis
comercialmente (Folicil 5 mg, Bial). O metanol
utilizado foi de grau HPLC (Merck) e os restantes
reagentes e solventes de grau analitico (Merck e
Sigma-Aldrich).

Equipamento e condigdes cromatograficas

Foi utilizado um sistema de HPLC (Agilent 110 Series
Hewlett Packard) com detector UV-VIS seleccionado
a 254 nm. A separacdo cromatogréafica ocorreu em fase
reversa, numa coluna ZORBAX Eclipse XDB-C18
(250 mm x 4,6 mm 1.D. e didmetro médio de particula
de 5 m, Agilent). Ap6s estudos preliminares, a fase
movel apresentou a seguinte composicdo: 35,1 g de
perclorato de sodio; 1,40 g de fosfato de potassio
monobaésico; 9,5 ml de hidroxido de potéssio 1 N, 60
ml de metanol e dgua necessaria para perfazer o
volume para 1 |. Apds ajuste do pH com hidroxido de
potassio 1 N para 7,2, o eluente de HPLC foi filtrado
através de membranas de 0,22 m e desgaseificado por
sonicacao. A velocidade de fluxo da fase mével, em
condicdes isocréaticas, foi de 1,8 ml/min. Todas as
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extemporaneous oral suspension of folic acid (FA),
due to the lack of commercially available formulations
of this drug for a suitable paediatric administration.
Although recommendations for FA intake (0,4
mg/day) in the periconceptional period have mainly
focused on neural tube defects”, several studies
suggest that the use of this vitamin can reduce the risk
of other conditions such as congenital heart defects®™,
urinary tract anomalies™, orofacial clefts®”, limb
defects™ and pyloric stenosis™. In paediatrics,
particularly in neonatology, FAis used in the treatment
of this vitamin's deficiencies, which could occur in
several pathological and physiological states."**”

Material and Methods

An USP FA standard (USP folic acid RS, 100%) and
commercially available FA tablets were used (Folicil 5
mg, Bial). Methanol was of HPLC grade (Merck),
while all other reagents and chemicals were of
analytical grade (Merck and Sigma-Aldrich).

Apparatus and chromatographic conditions

The HPLC system used consisted of an Agilent 1100
Series Hewlett Packard with a UV-VIS detector
operated at 254 nm. The reversed-phase
chromatographic separation was carried out on a
stainless-steel ZORBAX Eclipse XDB-C18 column
(250 mm x 4.6 mm 1.D.) (mean particle size 5 m,
Agilent). After preliminary studies, the mobile phase
presented the following composition: 35.1 g of sodium
perchlorate and 1.40 g of monobasic potassium
phosphate, 9.5 mL of 1N potassium hydroxide, 60 mL
of methanol and water to dilute the volume to 1 L. After
adjustment with 1N potassium hydroxide toa pH of 7.2
the HPLC eluent was filtered through 0.22 m
membrane and was degassed by sonication. The
mobile phase was delivered isocratically at a flow rate
of 1.8 mL/min. All samples were filtered through 0.22
m membrane filters before HPLC analysis and the
injection volume was 251.

Optimization and validation of the HPLC method
The available method in the USPXXVII" for FA
tablets was optimized and validated, in order to allow
the drug quantification in an aqueous suspension. The
final concentration of the aqueous suspension samples
was taken into account in the validation method, i.e.,
the 100% standard (S,,) presents a 0.040 mg/mL
concentration.

The different standard solutions were prepared by
appropriate dilution of the 0.1 mg/mL initial stock
solution of folic acid in mobile phase.

The linearity of the method was tested in six standard
solutions, prepared in triplicate: 0.016 mg/mL (S,,);
0.032 mg/mL (S,,); 0.036 mg/mL (S,,); 0.040 mg/mL



amostras analisadas foram previamente filtradas
através de membranas de 0,22 m, antes de serem
analisadas por HPLC, tendo sido utilizado um volume
deinjeccdode 251.

Optimizacéo e validacdo do método de HPLC

O método de HPLC disponivel na USPXXVII" para
comprimidos de AF foi optimizado e validado de modo
a permitir a quantificacdo desta substancia activa numa
suspensdo aquosa. Na validacdo do método analitico,
foi tida em consideragéo a concentragdo final de AF nas
amostras de suspensdo aquosa, ou seja, 0 padrdo
correspondente a 100% (P,,) apresenta uma
concentracao de 0,040 mg/ml.

As diferentes solucdes padrdo foram preparadas por
diluig&o apropriada de uma solugdo-mae de AF em fase
mdvel com uma concentragdo de 0,1 mg/ml.

A linearidade do método foi avaliada em seis solucGes
padrdo, preparadas em triplicado: 0,016 mg/ml (P,,);
0,032 mg/ml (P,,); 0,036 mg/ml (P,); 0,040 mg/ml
(P,s0); 0,044 mg/ml (P,,,) e 0,048 mg/ml (P,,,). A curva
de calibracdo das areas do pico de AF em funcgdo das
respectivas concentragdes foi submetida a uma analise
de regressdo linear. A recta de regresséo linear obtida
foi utilizada para o estudo subsequente dos outros
pardmetros de validagéo.

A precisao do método foi testada numa solugéo padrao
de concentracdo 0,040 mg/ml (P,,,). A repetibilidade
instrumental foi obtida através de seis analises
consecutivas da mesma solucdo padrdo, enquanto que a
repetibilidade do método foi verificada apds injecgdo
de 6 solugdes padrdo preparadas individualmente no
mesmo dia e por um Gnico operador. Para se determinar
a precisdo intermédia, foram preparadas seis solucGes
padréo individuais num dia diferente e por um segundo
operador.

A exactiddo do método foi avaliada em trés niveis
diferentes de concentracdo e em triplicado: 0,016
mg/ml (P,,), 0,040 mg/ml (P,,,) € 0,048 mg/ml (P.,,).

De forma a detectar a possivel interferéncia dos
excipientes constituintes dos comprimidos de AF
utilizados neste estudo no método de HPLC, a
selectividade foi avaliada em soluc¢des de AF contendo
igualmente os componentes da matriz. Assim,
procedeu-se previamente a preparacao de uma solucao
de AF 0,016 mg/ml a partir de comprimidos
pulverizados. Esta solugdo foi posteriormente
fortificada com volumes crescentes da solugdo-mée 0,1
mg/ml, de modo a obterem-se solu¢des de AF com
concentracdes de 0,032 mg/ml, 0,040 mg/ml (S100) e
0,048 mg/ml.

Estabilidade fisica e quimica da suspensao oral de
AF

Apos pulverizacao de 20 comprimidos de AF, utilizou-
se uma quantidade de p6 rigorosamente pesada e
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(Syp0); 0.044 mg/mL (S,,,) and 0.048 mg/mL (S,,). A
calibration curve of folic acid peak areas against the
corresponding drug concentrations was subject to a
linear regression analysis. The linear regression
equation obtained was used for the subsequent study of
the validation parameters.

The 0,040 mg/mL FA standard solution (S,,,) was used
to determine the method precision. The instrumental
repeatability was obtained by analysing the same
standard solution six consecutives times, while the
method repeatability was assessed after injection of six
standard solutions individually prepared in the same
day and by one operator. To achieve the intermediate
precision, the six individual standard solutions were
prepared on another day and by a second operator.

The accuracy of the method was obtained at three
different concentration levels and in triplicate: 0.016
mg/mL (S,;), 0.040 mg/mL (S,,) and 0.048 mg/mL
(5120)'

In order to evaluate the possible interference of the
tablets' excipients in the HPLC method, the selectivity
was tested in FA solutions containing also the matrix
components. Thus, a 0.016 mg/mL FA solution was
previously prepared from pulverized tablets. This
solution was further spiked with crescent volumes of
the 0.1 mg/mL initial stock solution, resulting in the
0.032 mg/mL, 0.040 mg/mL and 0.048 mg/mL FA
solutions.

Physical and chemical stability of the FA oral
suspension

After pulverization of 20 FA tablets, a portion
accurately weighed and equivalent to 50 mg of the drug
was used to prepare 1000 mL of an aqueous suspension
with a concentration of 50 g/mL. Aliguots of 20 mL of
the agueous suspension were transferred to 25 mL
volumetric flasks and were stored at temperatures
between 2 to 8 °C. To prevent the FA photodegradation
when exposed to ultraviolet radiation™"®, the samples
were maintained and under light protection, by
wrapping the containers with aluminium foil.

The physical and chemical stability of the samples were
assessed at time O (preparation day) and after 1, 3,5, 7
and 14 days. At each sampling time, the physical
appearance, colour and odour of the AF suspension
were observed in 5 volumetric flasks and then their
volume was diluted with a mobile phase until 25 mL.
After 10 min of sonication, the samples were analysed
by HPLC and conveniently discarded after analysis.

Results

Optimization and validation of the HPLC method

The optimization of the HPLC method available in the
USPXXVII™ for FA tablets quantification drastically
reduced the retention time of drug peak from
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equivalente a 50 mg de substancia activa para preparar
1000 ml de uma suspensao oral com uma concentragédo
de 50 g/ml. Transferiram-se aliquotas de 20 ml da
suspensdo aquosa para baldes volumétricos de 25 ml,
tendo sido posteriormente conservados a temperaturas
entre 2 a 8° C. Para prevenir a fotodegradagéo do AF
quando exposto a radiacbes ultravioleta®*®, as
amostras foram mantidas sob protec¢do da luz, por
revestimento dos recipientes com folha de aluminio.

A estabilidade fisica e quimica das amostras foram
avaliadas no tempo O (dia da prepara¢do) e apés 1, 3, 5,
7 e 14 dias. A cada tempo de amostragem, depois de se
observar a aparéncia fisica, cor e odor da suspensdo de
AF em cinco baldes volumétricos, completou-se o seu
volume para 25 ml com fase mével. Apds 10 min de
sonicacao, as amostras foram analisadas por HPLC e
devidamente descartadas ap6s andlise.

Resultados

Optimizacéo e validagcdo do método de HPLC

A optimizagdo do método de HPLC disponivel na
USPXXVII" para a quantificacio de comprimidos de
AF reduziu drasticamente o tempo de retencdo da
substancia activa, de aproximadamente 35 min para
6,5min.

A equacdo de regressao linear verificada para as areas
do pico de AF (y) em fungéo da sua concentracgdo (x),
no intervalo de concentracGes de 0,016-0,048 mg/ml,
foiaseguintey = 22925 x - 13,525, com um coeficiente
de determinago de (r*) 0,998 (n=3).

Os parametros da precisdo do método (repetibilidade
instrumental, repetibilidade do método e precisdo
intermédia) obtidos por anélise da solucéo padréo de AF
0,040 mg/ml (n=6), expressos nos respectivos
coeficientes de variagdo, estdo apresentados na Tabela 1.

approximately 35minto 6.5 min.

The obtained linear regression equation for FA peak
areas versus drug concentration in the concentration
range of 0.016-0.048 mg/mL was the following y =
22925 x 13.525, with a determination coefficient (r*)
01 0.998 (n=3).

The precision parameters (instrumental repeatability,
method repeatability and intermediate precision)
attained by analysis of 0.040 mg/mL FA standard
solution (n=6), expressed as relative standard
deviations, are presented in Table 1.

Tabela 1 - Precisdo do método de HPLC para a quantificagdo do AF, expressa em coeficiente de variacéo (CV)

(n=6).

Table 1 - HPLC method precision for FA quantification, expressed as relative standard deviation (RSD) (n=6).

Parametro da precisao

Precision parameter

CV (%)
RSD (%)

Repetibilidade instrumental

Instrumental repeatability

Repetibilidade do método
Method repeatability

Precisdo intermédia
Intermediate precision

1.70

1.53

1.84
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Para avaliar a exactiddo do método de HPLC, foram
calculadas as percentagens médias de recuperacdo para
trés niveis de concentracdo de AF (0,016; 0,040 e 0,048
mg/ml), por comparagdo com os respectivos valores
tedricos (Tabela 2).

Estabilidade do acido félico em suspenséo oral extemporanea
Stability of folic acid in extemporaneous oral suspension

To assess the accuracy of the HPLC method, the mean
recovery percentages for the three levels of folic acid
concentration (0.032; 0.040 and 0.048 mg/mL) were
calculated by comparing to the corresponding
theoretical values (Table 2).

Tabela 2 - Precisdo do método de HPLC para a quantificacdo do AF, expressa na percentagem media de recuperacao

(xdesvio padrao), paratrés niveis de concentragdo (n=3).

Table 2 - HPLC method accuracy for FA quantification, expressed as mean recovery percentage (+ standard

deviation), for three concentration levels (n=3).

Concentragdo AF (mg/ml)

Recuperacao (%)

FA concentration (mg/mL) Recovery (%)
0,016 (P40) 97,31 +£4,50
0,040 (P100) 99,66 + 3,08
0,048 (P140) 101,03 +2,73

Foi construida uma curva de calibragdo (&reas do pico
do AF versus respectivas concentragdes) a partir dos
resultados das solucgbes utilizadas na avaliagcdo do
parametro de selectividade, ou seja, uma solucdo ndo
fortificada 0,016 mg/ml e trés solucBes fortificadas
(0,032; 0,040 e 0,048 mg/ml). O coeficiente de
determinacdo () associado a equacdo de regressdo
linear obtida (y = 25820 x 58,485) foi de 0,991 (n=3).

Estabilidade fisica e quimica da suspensao oral
de AF

Os resultados da avaliagcdo da estabilidade fisica e
guimica da suspensdo oral extempordnea de AF,
mediante monitorizacao da aparéncia fisica, cor e odor,
assim como do contedido em AF, respectivamente, nos
tempos de amostragem previamente definidos (0, 1, 3,
5,7 e 1l4dias), encontram-se sumariados na Tabela 3.

A calibration curve (FA peak areas versus drug
concentrations) was constructed with the results from
the solutions used in the selectivity parameter
evaluation, i.e., with a 0.016 mg/mL unspiked solution
and with three spiked solutions (0.032; 0.040 and 0.048
mg/mL). The obtained linear regression equation (y =
25820 x 58.485) was associated to a determination
coefficient (r*) of 0.991 (n=3).

Physical and chemical stability of the oral
suspension

The results of the physical and chemical stability of the
FA extemporaneous oral suspension, by monitorization
of physical appearance, colour and odour, as well FA
content, respectively, in the sampling times previously
defined (0, 1, 3, 5, 7 e 14 days) are summarized in Table
3.

Tabela 3 - Estabilidade fisica e quimica da suspenséo oral extemporanea de AF (n=5).
Table 3 - Physical and chemical stability of the FA extemporaneous oral suspension (n=5).

Tempo (dias)

Aparéncia fisica, cor e odor

Concentracéo (%)*

Time (days) Physical appearance, colour and odour Concentration (%)*
: Unehanges .
b Unehanges A
: Unehanges .
t5 s
. Unehanges TR
b Unehanges P

* Cada valor representa a média + desvio padrao.
* Each value represents the mean + standard deviation.
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Discussao

No processo de optimizacdo do método de HPLC
disponivel na USPXXVI11* para comprimidos de AF,
observou-se uma reducdo do tempo de retencdo da
substancia activa com o aumento do fluxo do eluente e
da percentagem de metanol da fase movel. O eluente
final foi seleccionado em funcéo da éptima resolucédo e
forma do pico do AF, associadas a um reduzido tempo
de retencdo (6,5 min). Além disso, a substituicdo do
solvente aquoso aconselhado para a preparacdo das
amostras, por fase movel erradicou a interferéncia
significativa dos picos dos constituintes do solvente
(hidroxido de aménio e perclorato de sddio) na
quantificacdo do AF.

O elevado coeficiente de determinagio (r* = 0,998)
associado a curva da calibracdo do AF demonstrou
uma excelente linearidade na gama de concentracdes
estudadas (0,016-0,048 mg/ml). A linearidade do
método foi igualmente confirmada por analise
estatistica dos dados de regressdo linear, por aplicagdo
do teste ANOVA (p=0,05).

Os coeficientes de variagdo obtidos para todos os
parametros de precisdo estudados (repetibilidade
instrumental, repetibilidade do método e precisdo
intermédia) foram inferiores a 2%, o que demonstrou
gue o método de HPL.C é preciso.

As elevadas percentagens de recuperacdo de AF nos
trés niveis de concentragdo avaliados, permitiu afirmar
gue o método apresenta uma exactiddo aceitavel,
apesar de se ter observado um valor ligeiramente
inferior (97,31%) paraa concentracao de 0,016 mg/ml.
Como pode ser observado na Figura 1, a presenca dos
excipientes constituintes dos comprimidos de AF
provocou uma interferéncia minima na técnica
cromatografica, o que provou a selectividade do
método. Esta evidéncia foi posteriormente confirmada
pelo valor consideravelmente elevado do coeficiente
de determinacdo (r’=0,091) da curva de calibragéo,
obtida com os resultados das solugdes utilizadas na
avaliacdo da selectividade do método, e por aplicacdo
de um teste de analise de variancia (ANOVA, com
p=0,05).

Discussion

During the optimization of the HPLC method available
inthe USPXX V1™ for folic acid tablets, a reduction in
the drug retention time was observed by increasing the
flow rate and methanol content of the mobile phase.
The final eluent was selected in terms of optimum
resolution and FA shape peak, associated to a reduced
retention time (6.5 min). Moreover, the substitution of
the advised aqueous solvent for sample preparation by
the mobile phase eradicated the significant
interference of the solvent component (ammonium
hydroxide and sodium perchlorate) peaks in the FA
guantification.

The high determination coefficient (r* = 0.998)
associated to the FA calibration curve proved an
excellent method linearity in the studied concentration
range (0.016-0.048 mg/mL). The method linearity was
also confirmed by a statistical analysis of the
regression data (application of a ANOVA test with
p=0.05).

The relative standard deviation values obtained for all
the studied precision parameters (instrumental
repeatability, method repeatability and intermediate
precision) were below 2%, which demonstrated that
the method is precise.

The high FA recovery percentages over the three
evaluated concentrations allowed us to affirm that the
method has acceptable accuracy, although a slightly
small value (97,31%) was found at 0.016 mg/mL
concentration.

As it can be seen in Figure 1, minimal interference of
the tablets' components was obtained in the present
chromatographic technique, which could prove the
selectivity of the method. This evidence was further
confirmed by the relatively high determination
coefficient (r’=0.091) of the calibration curve plotted
with the results from the solutions used in the method
selectivity evaluation and by the application of an
analysis of variance test (ANOVA, with p=0.05).

A

Figura 1 - Cromatogramas-tipo de uma solucdo padrdo de AF (A) e de uma solucdo de AF contendo os excipientes dos
comprimidos utilizados na preparagao da suspensdo extemporanea (B).
Figure 1 - Typical chromatograms of an FA standard solution (A) and an FA solution containing the excipients of the tablets

used in the extemporaneous suspension preparation (B).
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A aparéncia fisica, cor e odor da suspensdo oral
extemporanea de AF ndo sofreram alteragdes ao longo
de toda a duracdo do estudo (14 dias), o que revela uma
estabilidade fisica aceitavel.

Durante o estudo da estabilidade quimica da suspensao
oral de AF foram observadas pequenas flutuacfes no
conteldo da substadncia activa, expresso em
percentagem. Contudo, a andlise de variancia
(ANOVA, com p=0,05) revelou n&o existir diferenca
significativa entre as percentagens de AF obtidas nos
diferentes tempos de amostragem (p>0,05).

Nos cromatogramas das amostras sujeitas aos
diferentes tempos de armazenamento, ndo se detectou o
aparecimento de qualquer novo pico que pudesse ser
atribuido a um eventual produto de degradacdo do AF.
Por outro lado, as percentagens de substancia activa ao
longo de todo o ensaio (14 dias) foram, de acordo com o
valor tedrico, superiores a 95%. Uma vez que para que
uma determinada preparacdo extemporanea seja
considerada quimicamente estavel, a quantidade de
substancia activa deve manter-se igual ou superior a
90% durante o periodo de armazenamento®, pode
afirmar-se que a suspensdo aquosa de AF é estavel
durante 14 dias, quando conservada nas condi¢des do
presente estudo.

Conclusoes

De acordo com os pardmetros de validagéo, o presente
método de HPLC revelou ser linear, preciso, exacto e
selectivo na quantificacdo de AF numa suspensao
aquosa, na presenca dos excipientes dos comprimidos
utilizados na sua preparacéo.

A suspensdo oral extemporanea 50 g/ml de AF,
preparada a partir de comprimidos pulverizados,
demonstrou ser estavel fisica e quimicamente, pelo
menos durante 14 dias, quando conservada em
recipientes de vidro a uma temperatura entre 2e 8°C e
ao abrigo da luz. No entanto, a utilizacéo segura deste
tipo de preparacBes extemporaneas em doentes
pediatricos, requer a avaliagdo da sua estabilidade
microbioldgica. Apesar da avaliacdo da estabilidade
microbioldgica de uma formulacédo oral extemporanea
ser particularmente exigida quando se destina a ser
conservada a temperatura ambiente por um longo
periodo de tempo', ndo pode ser descurado o facto da
suspensdo oral de AF ser desprovida de qualquer
conservante e apresentar natureza aquosa, O que
potencialmente favorece o desenvolvimento
microbiano.

O desenvolvimento de formulagdes pediatricas quer de
substancias activas ja comercializadas, quer de novas
substancias activas, deve continuar a constituir um
desafio. No entanto, enquanto este proposito ndo for
claramente assumido pelas entidades competentes, é
prioritéria a investigacdo e a avaliagdo de formulagdes

Estabilidade do acido félico em suspenséo oral extemporanea
Stability of folic acid in extemporaneous oral suspension

The physical appearance, colour and odour of the FA
extemporaneous oral suspension were unchanged
throughout the entire study period (14 days), which
revealed an acceptable physical stability.

During the chemical stability study of the FA
suspension, slight differences in the active substance
content (%) were observed. However, the analysis of
variance performed (ANOVA, with p=0,05) revealed
that there were no significant differences between the
percentages of FA obtained at different sampling times
(p>0,05).

The chromatograms of samples analysed at the
different storage times, revealed no other peak that
could be attributed to a possible FA degradation
compound. On the other hand, the percentages of active
substance throughout the entire study period (14 days),
according to the theoretical value, were higher than
95%. Since an extemporaneous formulation is
considered chemically stable when the active substance
content is equal or higher than 90% during the storage
period™, we can conclude that the aqueous suspension
of FAis stable during 14 days, when kept at these study
conditions.

Conclusions

According to the validation parameters, the present
HPLC method proved to be linear, precise, accurate and
selective for FA quantification in an aqueous
suspension, in the presence of the tablets' excipients
used for its preparation.

The 50 g/mL FA extemporaneous oral suspension,
prepared from pulverized tablets, was physically and
chemically stable, at least during 14 days, when stored
in glass containers at temperatures between 2 and 8 °C
and under light protection. However, an evaluation of
the microbiologic stability is critical for the safe use of
this kind of extemporaneous preparations in paediatric
patients.  Although the microbiologic stability
assessment is particularly required for an
extemporaneous oral formulation to be stored at room
temperature over an extended period™, we have to take
into account that this FA oral suspension contains no
preservatives and presents an aqueous nature, which
potentially promote microbiological growth.

The development of paediatric drug formulations for
both currently marketed and new drugs should continue
to be a challenge. However, until this purpose is not
clearly assumed by the competent authorities, the
research and formulation of extemporaneous
formulations should be a high priority, in order to
guarantee the administration of efficient and safe doses
to paediatric patients.
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