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RESUMO

A espironolactona € um esteroide sintético, diurético, usado no tratamento de varias doencas,
tais como cirrose, hipocalemia, aldosteronismo e hipertensdo. A literatura reporta para
espironolactona as formas polimorficas | e Il e também cinco solvatos (metanol, etanol,
acetonitrila, acetato de etila e benzeno). Este farmaco pode apresentar diferentes formas sélidas,
as quais podem gerar diferentes propriedades fisico-quimicas, sendo necessario
acompanhamento adequado, tanto qualitativo como quantitativo, a fim de garantir produtos de
alta qualidade. A forma solvatada deste trabalho foi obtida a partir da dissolugéo de
espironolactona forma Il em acetato de etila para se obter uma solucéo saturada, a solugao foi
filtrada e mantida em repouso a temperatura ambiente para evaporacao lenta e obtencao de
cristais. As amostras foram peneiradas através de tamisacao e as técnicas de difracdo de Raios
X por pé (DRX-p0), de analise térmica, como a Termogravimetria (TG) e Calorimetria
exploratoria diferencial (DSC), e Espectrofotometria na regido do infravermelho (IV-RTA)
foram aplicadas para caracterizar as formas solidas. A solubilidade da espironolactona foi
avaliada pelo método shake-flask. Capsulas contendo forma Il e forma solvatada foram
preparadas e submetidas a estudos de estabilidade (50 £ 1 ° C) e de dissolucdo. As amostras
foram analisadas utilizando um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que
foi validado. Os resultados das andlises de DRX-p6, TG e DSC mostraram que a forma
solvatada foi obtida com sucesso nesse trabalho. A analise de DSC mostrou 0s eventos
endotérmicos correspondentes aos pontos de fusdo para ambas as formas estudadas, e o evento
relacionado a perda de solvente da forma solvatada. A analise TG mostrou perda de peso da
forma solvatada. Valores de solubilidade da forma Il foram estatisticamente maiores em todos
os solventes estudados. O melhor perfil de dissolucdo in vitro foi realizado utilizando tampé&o
acetato de sodio pH 4,5 como meio de dissolucdo, com aparato cesta, a 100 rpm. A
determinacédo quantitativa foi realizada por CLAE a 230 nm. Todos os parametros de validacdo
foram satisfatorios. A aplicacdo do método mostrou o poder discriminatorio do metodo de
dissolugéo. Os resultados também mostraram a influéncia sobre as propriedades de dissolucéo

e na estabilidade das diferentes formas sélidas em céapsulas.

Palavras-chave: Diferentes formas no estado solido. Espironolactona. Perfil de dissolucdo.



ABSTRACT

Spironolactone, a steroidal diuretic, is widely used for the treatment of refractory edema
associated with congestive heart failure, hepatic ascites, primary aldosteronism and essential
hypertension. Spironolactone presents two polymorphic forms identified as form I and Il and
five solvates reported in the literature (methanol, ethanol, acetonitrile, ethyl acetate and
benzene). It is known that different solid-state forms can cause significant differences in the
physicochemical properties of a compound, thus, proper monitoring of solid-state forms, both
qualitative and quantitative, is crucial in order to ensure high-quality products. The solvated
form was obtained by dissolution of form 11 in ethyl acetate to obtain saturated solution at room
temperature, and the solvent was allowed to spontaneously evaporation. The samples were
sieved through stainless steel mesh. The techniques of X-ray diffraction (PXRD), infrared
spectroscopy (IR), differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis
(TGA) were applied to characterize the forms. The solubility of spironolactone forms was
determined by the equilibrium method. Capsules containing forms Il and solvated form were
prepared and subjected to dissolution and stability studies (50 £ 1°C). The samples were
analyzed using a validated high performance liquid chromatography (HPLC) method. The
results of PXRD, DSC and TG analyses showed that the solvated form was successfully
obtained in this work. DSC analysis showed endothermic event corresponding to the melting
points to both forms and the event related to loss of solvent to the solvated form. TGA analysis
showed extensive weight loss to solvated form. Solubility values of form Il were statistically
higher in all solvents studied. The best in vitro dissolution profile was achieved using pH 4.5
acetate buffer as the dissolution medium with a basket stirrer at 100 rpm. The quantitative
determination was performed by HPLC at 230 nm. All validation parameters were satisfactory.
The application of the method showed the discriminatory power of the dissolution method. The
results also showed the influence on the dissolution and stability properties of the different

forms in capsules.

Key words: Different solid-state forms. Spironolactone. Dissolution rate.
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1 INTRODUCAO

A praticidade da via de administracdo oral permite que as formas farmacéuticas sélidas
sejam comumente utilizadas na tecnologia da fabricagdo dos medicamentos que séo formulados
agregando excipientes e os ingredientes farmacéuticos ativos (IFAs). Em geral, o seu
desenvolvimento, processo de fabricacdo, embalagem, transporte, armazenamento e
dispensacao s&o mais simples, praticos e economicamente viaveis, além de apresentarem maior
estabilidade quando comparados as formulagdes liquidas, nas quais o processo de degradacao
ocorre mais facilmente (BABU; NANGIA, 2011).

O polimorfismo se define como a habilidade de um composto existir em duas ou mais
estruturas no estado sélido (ARAUJO et al., 2012; FDA, 2007). Em outras palavras polimorfos
sdo fases solidas de uma mesma substancia caracterizadas por diferentes estruturas cristalinas.
Com relacdo aos IFAs, este fendmeno vem recebendo destaque devido ao seu impacto na
producdo e no desempenho do medicamento (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011).
Juntamente com esse fendmeno esté o solvatomorfismo, também conhecido antigamente como
pseudopolimorfismo, que é utilizado para descrever outras variacdes do cristal, em que a
estrutura do cristal de uma substéncia difere da composicdo elementar através da inclusdo de
uma ou mais moléculas de solvente, que ocupam posicoes definidas na estrutura, ndo ligado a
rede cristalina, mas ocupando espacos de cavidades e/ou falhas, no interior do cristal
(BRITTAIN, 2012; FDA, 2007).

Considerando que o polimorfismo/solvatomorfismo pode resultar em diferentes
propriedades fisicas e quimicas, € muito provavel que as formas solidas de IFAs exibam
também diferencas em suas propriedades farmacotécnicas e farmacologicas, podendo fabricar
um produto sem eficécia clinica ou, até mesmo, tdxico devido as interferéncias na liberacdo do
IFA da forma farmacéutica e, consequentemente, na sua biodisponibilidade. Assim, a escolha
incorreta da forma utilizada ou transicdo de fase pode afetar a eficacia, estabilidade,
biodisponibilidade e a seguranca do medicamento, principalmente naqueles em que a
dissolugéo é o fator limitante da absorcéo (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011).

A espironolactona é um IFA de baixa solubilidade e alta permeabilidade, pertencente a
classe Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON et al., 1995, TSRL,
2012). O farmaco é amplamente utilizado como diurético, particularmente em casos de

hipertensdo, e como antiandrogénico e, frequentemente, manipulado em farmacias. Embora
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relatos na literatura apontem a ocorréncia de diferentes formas polimorficas para o IFA
selecionado, diferentes solvatos e co-cristais (AGAFONOV et al.,, 1991; AGAFONOV;
LEGENDRE; RODIER, 1989; BECKSTEAD; NEVILLE; SHURVELL, 1993; BERBENNI et
al., 1999; DIDEBERG; DUPONT, 1972; ESPEAU et al., 2007; LIEBENBERG et al., 2003;
NEVILLE; BECKSTEAD; COONEY, 1994; NICOLAI et al., 2007; PISEGNA; GILSON;
BUTLER, 2014; TAKATA et al., 2010; ZHANG et al., 2014) ndo ha registros em compéndios
oficiais de estudos de liberacdo in vitro e estabilidade para avaliar a influéncia das formas

solidas relatadas na qualidade dos medicamentos da forma farmacéutica capsula.
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2 OBJETIVOS

Segue abaixo os objetivos do trabalho.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar a forma polimorfica no IFA espironolactona e realizar sua recristalizagéo,

visando avaliar a influéncia na qualidade da forma farmacéutica capsula.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

d)

f)

Caracterizar as diferentes formas solidas de espironolactona (matéria-prima e
amostra recristalizada) por técnicas de difracdo de Raios X por p9, de analise
térmica, como a termogravimetria (TG) e calorimetria exploratdria diferencial
(DSC), e por espectrofotometria na regido do infravermelho (IV-RTA);
Avaliar o efeito das formas sélidas de espironolactona na sua qualidade
fisicoquimica, através de ensaios de solubilidade pelo método shake-flask;
Manipular capsulas em farméacia de manipulacao local com as diferentes formas
solidas;

Desenvolver e validar o ensaio de dissolugdo para as capsulas manipuladas;
Realizar estudo de dissolucdo para as capsulas manipuladas;

Realizar estudo de estabilidade para as capsulas manipuladas, avaliando o seu

perfil de dissolucdo nos diferentes tempos do estudo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Para melhor compreensdo do trabalho segue o referencial tedrico.

3.1 FASES SOLIDAS E SOLIDOS FARMACEUTICOS

A matéria no estado sélido, com excecdo do estado amorfo, tem como caracteristica
béasica o fato de apresentar um arranjo tridimensional aproximadamente fixo das particulas que
a constitui - atomos e moléculas. O arranjo espacial caracteristico dos &tomos e moléculas que
formam um determinado solido é denominado fase cristalina, onde os elementos em um sélido
possuem uma disposi¢do ordenada e repetitiva (solido cristalino), sendo a distribuicdo mais
provavel, uma vez que € a situacdo de menor energia quando comparado a uma distribuicéo
aleatéria de atomos e moléculas interagindo fortemente. Contudo, apesar de ser a forma
farmacéutica preferida, os medicamentos sélidos apresentam, como um de seus desafios, o

fendmeno do polimorfismo/solvatomorfismo (ARAUJO et al., 2012).

Quando a molécula de solvente que ocupa uma posicao definida no interior do cristal
da estrutura do farmaco for agua, o solvatomorfismo é conhecido como hidrato. Quando o
solvente incorporado ndo é a agua, o solvatomorfismo passa a ser chamado de solvato
(OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). A formacdo de solvatos, de um modo geral, é
indesejavel, pois a presenca de vapores organicos pode ser vista como impureza, e caso esses
vapores sejam toxicos, a substancia ndo sera apropriada para uso farmacéutico, além de poder
afetar as propriedades quimicas da mesma (PRADO; ROCHA, 2015).

Os solvatos cristalinos exibem um largo intervalo de comportamento, dependendo das
interacfes entre o solvente e da estrutura cristalina. Em alguns solvatos, o solvente é
responsavel pela coesdo da estrutura; por exemplo, através de pontes de hidrogénio. Estes
solvatos sdo extremamente estaveis e dificeis de dessolvatar. Quando estes cristais perdem seu
solvente, eles colapsam e se recristalizam em uma nova forma cristalina. Podemos consideralos
solvatos polimorficos. Em outros solvatos, o solvente néo esta ligado, mas ocupa espagos vazios

no interior do cristal. Estes solvatos perdem o solvente mais facilmente e ndo ocorre a destruicao
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do reticulo cristalino. Este tipo de solvato é conhecido como solvato pseudopolimorfico
(FLORENCE, 2011).

Compostos amorfos sdo formas solidas que ndo possuem cadeia molecular ordenada
longa, sendo solidos com arranjos desordenados de moléculas sem distin¢éo da rede cristalina,
consequentemente possuem cristalinidade zero (PRADO; ROCHA, 2015).

Nesse contexto, a ocorréncia de polimorfismo e/ou pseudopolimorfismo é frequente
nos farmacos que sdo, em sua maioria, moléculas organicas pequenas de baixo peso
molecular (abaixo de 600 g/mol), capazes de cristalizarem-se como polimorfos verdadeiros,

solvatos, sais, cocristais e sélidos amorfos, como ilustrado na Figura 1.

Composto
quimico no
Estado solido

I Qrstafino I Nao-Cristalino
Mudltiplos Mono Vidro Ao
componentes componente
l Solvato I Hidrato I Sal I Co-Cristal I Polimorfo

Figura 1 - Esquematizacdo dos Vvarios tipos de formas sélidas.
Fonte:  adaptado pela autora a partir de ARAUJO et al.,
2012.

A possibilidade de ocorrer estas modificages no cristal do IFA deve ser levada em
consideracdo na fabricacdo de medicamentos, pois podem ocorrer alteracdes no estado sélido
das substancias ativas, dependendo das suas caracteristicas, dos adjuvantes e método de
fabricacdo empregado (ARAUJO et al, 2012). Alguns exemplos de etapas da producéo de
formas farmacéuticas solidas que podem induzir a transic¢des de fases solidas incluem: reducéo
do tamanho de particula, granulagdo, secagem, compressdo, revestimento, entre outras
(ARAUJO et al, 2012).
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Considerando que o polimorfismo pode resultar em diferentes propriedades fisicas e
quimicas, € muito provavel que as formas solidas de IFAs exibam diferencas, dentre as quais
podemos citar: compressibilidade, dureza, fluxo de p06, condutividade, densidade,
higroscopicidade, indice de refracdo, cor, morfologia das particulas, entalpia e entropia,
capacidade calorifica, temperaturas de fusdo e ebulicdo, pressdo de vapor, estabilidade,
solubilidade e taxa de dissolugdo (SANTOS, 2013). Seus diferentes efeitos nos farmacos
solidos séo explicados pelas diferentes ligacdes intermoleculares existentes. Essas ligacbes de
natureza nao covalente, tais como ligacdoes de hidrogénio, van der Waals, ligagdes n-m ¢
interacOes eletrostaticas, determinam o arranjo das moléculas em um cristal (SOWA;
S'LEPOKURA; MATCZAK-JON, 2013). As moléculas de fa&rmacos sdo geradas por tomos
conectados por ligacdes covalentes, ja os cristais desses farmacos sdo formados por moléculas
conectadas atraves de interacdes intermoleculares. Assim, a escolha incorreta da forma utilizada
ou a transicdo de fase pode afetar a eficécia, estabilidade, biodisponibilidade e a seguranca dos
medicamentos (SILVA et al., 2015).

Sabe-se que, entre as propriedades fisico-quimicas afetadas pelo polimorfismo ou
diferentes compostos sélidos, a solubilidade se destaca e, por sua vez, é uma caracteristica que
afeta criticamente a absorcdo do farmaco de preparacBes farmacéuticas solidas. Isto é
especialmente verdadeiro nos IFAs de baixa solubilidade e alta permeabilidade, da classe Il
conforme a Classificacdo Biofarmacéutica (AMIDON et al 1995, TSRL, 2012).

Por outro lado, temos que diferentes fases sélidas podem alterar as propriedades
farmacotécnicas e farmacoldgicas do medicamento, e caso a forma empregada ndo seja
identificada, pode-se fabricar um produto sem eficacia clinica ou até mesmo toxico devido a

alteracdo na liberacdo do IFA da forma farmacéutica e na sua biodisponibilidade.

Reconhecendo que os processos de manipulacédo e producéo industrial de medicamentos
podem induzir transformacdes de fases sélidas, o controle de qualidade deve ser aplicado nos
IFAs e também nos produtos farmacéuticos acabados. Na obtencéo de um IFA, a forma sélida
preferida € a mais estavel, embora nem sempre seja a forma farmacolégica ideal (THAKUR et
al., 2012). Assim, a agéncia de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION — FDA, 2007) sugere uma sequéncia de procedimentos para
monitorar e controlar o problema do polimorfismo e/ou diferentes compostos sélidos e seu
impacto na qualidade de medicamentos para quem pretende fabricar e comercializar produtos

farmacéuticos.
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Até 0 momento ndo existe um sistema de convencédo internacional para a nomenclatura de
polimorfos. Os numerais romanos (I, I, Ill, etc.) sdo os mais frequentemente utilizados,
precedidos da palavra forma ou polimorfo (ex: forma | ou polimorfo 1) para designar as
diferentes formas cristalinas. Também pode ser encontrada na literatura a utilizacdo do alfabeto
latino (formas A, B, C, etc.) ou o alfabeto grego (a,p, etc.) (ARAUJO et al., 2012).

3.2 METODO ANALITICO

A forma farmacéutica capsula surgiu em uma vertente para facilitar o acesso da
populacdo ao medicamento manipulado e possui vantagens considerando fatores econémicos
e operacionais em relacdo ao uso da forma farmacéutica comprimido. Como alternativa aos
medicamentos industrializados os produtos manipulados vém crescendo cada vez mais no
Brasil uma vez que este medicamento € individualizado e de custo reduzido (OLIVEIRA et
al., 2014).

A implantagdo de sistemas da qualidade no segmento magistral tem sido apontada
como fator de sobrevivéncia da empresa decorrente do aumento da demanda por
medicamentos manipulados, da necessidade de atender consumidores cada vez mais
exigentes, do crescimento da competicdo comercial e da necessidade de adequacdo a
legislagdo, tornando possivel a deteccdo de possiveis ndo conformidades e implantacdo de
medidas corretivas (OLIVEIRA et al., 2014).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a RDC
67/07, uma revisao da RDC 33/00, estabelecendo critérios mais rigidos para a manipulacao
de medicamentos. A partir de 21 de novembro de 2008, a RDC 67/07 foi modificada
parcialmente pela RDC 87/08 (BRASIL, 2007; BRASIL, 2008) e para garantir a eficacia,
seguranca e a credibilidade aos medicamentos dispensados, o controle de qualidade realizado
em farmacias magistrais de medicamentos alopaticos e homeopaticos é de suma importancia

e deve atender a legislacdo vigente.

Em compéndios oficiais, estdo registradas apenas as monografias para espironolactona
como IFA e forma farmacéutica comprimido (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011;
EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; F. BRAS., 2010; UNITED, 2015). Assim, o
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desenvolvimento e validacdo de teste de dissolucdo e estudo de estabilidade para
espironolactona na forma farmacéutica capsula, se constitui de fundamental importancia,

visando a aplicacdo na rotina de laboratérios de controle de qualidade.

Os desvios da qualidade de medicamentos estdo relacionados principalmente com: (1)
0 teor de ativo que, em excesso, pode levar a 6bito e, em quantidade insuficiente, a ineficacia
terapéutica, (2) a qualidade da matéria-prima, que depende de suas caracteristicas fisicas e
fisico-quimicas especificadas, (3) a heterogeneidade de contetido, dependendo da formulagéo
e processo de fabricacdo do medicamento (FERNANDES, 2015).

No desenvolvimento de um novo método analitico deve ser considerados diversos
fatores, tais como: detec¢do e separacdo de todos 0s compostos de interesse, tempo de andlise,
necessidade de pré-tratamento da amostra e custo. Além disso, 0 método deve ser confidvel,
apresentando resultados exatos e reprodutiveis, o que é verificado através da validacdo
(VALENTINI; SOMMER; MATIOLLI, 2007).

A resolucgédo (RE n° 899, de 29/05/2003) determina que a validagédo deva garantir, por
meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacGes analiticas,
assegurando confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade
(seletividade), linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e
deteccdo e exatiddo adequados a andlise (BRASIL, 2003). Esses parametros sdo também
descritos em outros guias como FDA (FDA, 1997), ICH (ICH, 2005) e USP (UNITED, 2015).

Os testes rotineiros de controle de qualidade que podem distinguir diferentes
compostos sélidos sdo espectroscopia no infravermelho, espectroscopia Raman, anélises
térmicas (Calorimetria exploratoria diferencial e Termogravimetria), difratometria de Raios
X por po e estudos de dissolucdo (SILVA; IHA, 2010). Neste contexto, pesquisadores da area
de ciéncias farmacéuticas devem se atentar para novos desafios relacionados ao estudo de

fases sélidas em farmacos.

3.3 TESTES DE CONTROLE DE QUALIDADE

Segue abaixo os testes de controle de qualidade realizados no trabalho.
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3.3.1 Difracdo de Raios X por p6 (DRXP)

A analise de matérias-primas por este método € o mais amplamente usado para exame
preliminar de materiais policristalinos, permitindo a identificacdo, através da busca nos
bancos de dados, da presenca de até sete fases diferentes na amostra. Por essa razao, este é 0
primeiro exame a ser realizado para a identificagdo de polimorfos (SILVA; IHA, 2010).

3.3.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

A espectroscopia de estado sélido na regido do infravermelho tornou-se parte integral
das técnicas fisicas de caracterizacdo de solidos farmacéuticos. A aplicacdo desta técnica
permite a obtencdo de espectros, 0s quais tém sua estrutura fundamentada nos modos
vibracionais das moléculas. Estes espectros sdo impresses digitais das formas solidas,
oferecendo informac@es sobre a estrutura e conformacao molecular do sélido (SILVA; IHA,
2010).

3.3.3 Analises térmicas

As técnicas de andlise térmica, como a Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)
e a Andlise Termogravimétrica (TG), distinguem estruturas sélidas, baseando-se nas suas
transicdes de fase durante o aquecimento, podendo ser usadas para obtencdo de informacdes
adicionais como ponto de fuséo, dessolvatacao, cristalizacéo e transigéo vitrea (SILVA; IHA,
2010).
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3.3.4 Ensaios de dissolucdo

Ensaios de dissolucdo in vitro sdo importantes ferramentas para avaliacdo da
qualidade de medicamentos uma vez que orientam o desenvolvimento de novas formulacdes,
monitoram variacoes lote a lote, asseguram a manutencdo da qualidade e desempenho de um
produto ap6s certas mudancas, suportam a biodisponibilidade de um novo produto e a
bioequivaléncia de um candidato a genérico ou similar. Qualquer falha no processo produtivo
de medicamentos pode traduzir em risco para o paciente, podendo evoluir desde a ineficacia,

a toxicidade ou, eventualmente, a morte (ARAUJO et al., 2012).

3.4  ESPIRONOLACTONA

A espironolactona  (7a-acetiltio-3-0xo-pregn-17a-4-eno-21,17-carbolactona),
apresentada na Figura 2, € um esterdide sintético, diurético, usado no tratamento de varias
doencas, tais como cirrose, aldosteronismo e hipertensdo (DONG et al., 2009; ZHANG et al.,
2014). O IFA é comercializado por laboratorios farmacéuticos em diversas dosagens (25 mg,
50 mg e 100 mg) e apresentacOes e, frequentemente, manipulado por farmécias na forma

farmacéutica capsula.

A literatura reporta para espironolactona as formas cristalinas | e 1l (AGAFONOV;
LEGENDRE; RODIER, 1989; DIDEBERG, DUPONT, 1972) e dessas, a forma Il é a mais
estavel e a comercializada (NICOLAI et al; 2007; ZHANG et al., 2014). Ha relatos, também,
da existéncia de cinco solvatos (metanol, etanol, acetonitrila, acetato de etila e benzeno) de
espironolactona para estudos de recristalizagdo (NEVILLE; BECKSTEAD; COONEY, 1994,
ZHANG et al., 2014).

A espironolactona € um IFA de baixa solubilidade e alta permeabilidade, pertencente
aclasse Il do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON etal., 1995; TSRL,

2012). De acordo com a Farmacopeia Brasileira, o ativo é praticamente insollvel em agua,
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pouco soltvel em metanol, solivel em acetato de etila e etanol absoluto e facilmente soltvel
em benzeno e cloroférmio (F. BRAS., 2010).

C,.H,,0,S: 416,57

Figura 2 — Férmula estrutural da espironolactona.
Fonte: F. BRAS., 2010.

A literatura cita estas diferentes formas sélidas para espironolactona, no entanto ndo
foram encontrados estudos de liberacao e estabilidade a fim de demostrar o0 comportamento

na forma farmacéutica cépsulas.



22

4 PARTE EXPERIMENTAL

Abaixo se encontra listada a metodologia utilizada neste trabalho.

41 EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Segue abaixo os equipamentos e reagentes utilizados no trabalho.

4.1.1 Equipamentos

Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC 2800 A (Indaiatuba, SP, Brasil);
Balanca analitica Marte®, modelo AY 220 (S&o Paulo, SP, Brasil);

Bomba de vicuo Nova técnica, modelo NT 613 (Diadema, SP, Brasil);
Calorimetro Sl Nano Technology ®, modelo DSC EXSTAR X-7020 (Toquio,
Japdo) / Termobalanca SII Nano Technology ® modelo TG/DTA EXSTAR
-7300 (Téquio, Japao);

Coluna cromatografica: C18 (150 mm x 3,9 mm, tamanho de particula de 5 pum)
Agilent Technologies (Holanda);
Cromatdgrafo a liquido Shimadzu®, série LC-10A (Quioto, Japdo), com injetor
manual 7725i e alca de amostragem de 20 pL (Rheodyne®, Rohnert Park,
California, EUA), detector SPD-10AVP (Quioto, Jap&o), valvula FCV10ALVP
(Quioto, Japao), forno de coluna CTO-10AVP (Quioto, Japéo) e controlador

SCL-10Avp (Quioto, Japdo);
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h)

)

23

Desintegrador Nova Etica, modelo 3013 (Vargem Grande Paulista, SP, Brasil);
Difratdmetro de Raios X de pé Rigaku® modelo Ultima IV (tipo 1) (Rigaku
Co.Ltd., Toquio, Japdo);
Dissolutor Electrolab ® modelo TDT-08 L (n=8) (Mumbai, Maharashtra, india),
com sinkers;
Espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier Shimadzu ®,
modelo Affinity-1 (Shimadzu ®, Téquio, Japao) acoplado a acessorio de
amostragem por refletancia total atenuada Pike Miracle ® com cristais de ZnSe
Pike Technologies ® (Madison, Wisconsin, USA);
Estufa Quimis, modelo Q317M-42 (Diadema, SP, Brasil);
Mesa agitadora Solab ® modelo SL 180 DT (Piracicaba, SP, Brasil);
Peagdmetro digital Del lab, modelo DLA-PH (Araraquara, SP, Brasil);

Sistema de purificacdo de dgua Millipore®, modelo Direct-Q® 5 (Séo Paulo,
Brasil).

Reagentes e Amostras

9)

Agua ultra-pura, sistema Millipore Milli-Q;

Acido acético glacial, Synth (Diadema, SP, Brasil);

Acetonitrila grau cromatogréafico, Panreac (Barcelona, Espanha);

Acetato de sddio; Acido cloridrico grau P.A, Exddo Cientifica (Hortolandia, SP,
Brasil);

Fosfato de potassio monobasico, Cinética (Jandira, SP, Brasil);

Hidroxido de sodio grau P.A, Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil);

Lauril sulfato de sodio, Proguimios (Bangu, RJ, Brasil);
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h) Cépsulas de espironolactona 100 mg, forma Il e forma recristalizada,

manipuladas em farmécia local.

42  AMOSTRAGEM

Para amostragem inicial foram pre-selecionados os IFAs padrdo secundario e
matériaprima, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados do padrdo e matéria-prima utilizados no estudo

Amostra Fornecedor/Fabricante  Validade Lote/Teor (%)
Espironolactona Padrdo = GALENA 10/2018 102,4
Secundario

Espironolactona GALENA 09/2019 SP140901/99,16

Matéria-prima

Fonte: do autor.

43  RECRISTALIZACAO DAS FORMAS SOLIDAS

No processo de recristalizacdo selecionado para o estudo, dissolveram-se cerca de 800
mg de espironolactona em 7 mL de acetato de etila, formando uma solucdo saturada. A
solucdo foi filtrada e mantida em repouso a temperatura ambiente (25°C) para evaporagao
lenta e obtencé&o de cristais (BERBENNI et al., 1999).

Para que o tamanho das particulas da matéria-prima se tornassem uniformes, 0s
cristais obtidos foram tamisados e coletados na faixa de 150 e 200 mesh.
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Com o objetivo de verificar a perda do solvente da amostra, a amostra final
permaneceu por um periodo de 24 horas em estufa a 100°C, temperatura superior ao ponto

de ebulicdo do acetato de etila.

4.4  ANALISES TERMICAS

Para execucdo destas analises, pequenas quantidades (5 a 10 mg) das matérias-primas
pré-selecionadas foram utilizadas nos experimentos, em cadinhos de aluminio herméticos
para 0 DSC e em cadinho de aluminio aberto para o TG, sob atmosfera dindmica de nitrogénio
(50 mL mint) com um fluxo de calor de 10°C min a uma faixa de variacdo de temperatura
de aproximadamente 20 a 300°C e de 30 a 400°C para o DSC e TG respectivamente. O
instrumento foi calibrado com um padrdo de indio (In) para a temperatura e um peso de
calibragdo de alumina para a massa. As anélises foram realizadas em parceria com o Instituto
de Quimica da UNIFAL-MG.

45  ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS POR DRXP

Para as andlises de difracdo de Raios X por p0, as matérias-primas foram pulverizadas
e montadas sobre um suporte de amostra a ser exposta ao feixe de Raios X e, apos,

comparadas com o padrdo simulado para forma Il de espironolactona.

As analises foram realizadas nas seguintes condicdes: radiacdo monocromatica em
tubo selado de grafite por filtro de Cu (Ka Cu, 1 = 1,54187 A), varreduras no intervalo de 3 a
35° 260, a temperatura ambiente, com passo optico de 0,05 em 20, corrente de 30 mA, tensao
de 40 kV, velocidade de varredura de 0,2° 20/min para Padrdo Secundario ¢ Matéria-prima
estudada e posterior recristalizada. As analises foram realizadas em parceria com 0
Laboratorio de Cristalografia da UNIFAL-MG.
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46  ANALISES DE MATERIAS-PRIMAS POR IV-RTA

As analises foram realizadas utilizando um espectrofotémetro de infravermelho por
transformada de Fourier, acoplado a um acessorio de refletancia total atenuada. Os dados
foram coletados a temperatura ambiente, na regido do infravermelho entre 3500-400 cm-1,
sendo que as amostras ndo necessitam de preparo inicial. As especificacdes das medidas séo:

modo transmitancia, 32 varreduras por analise e resolucéo de 4,0 cm-1.

4.7  ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

Os testes de solubilidade das formas sélidas foram realizados pelo método de
equilibrio, empregando a técnica shake-flask. Para a realizacdo deste ensaio, observando a
saturacdo em todas amostras, um excesso dos solidos foi adicionado em tubos tipo eppendorf,
a 1 mL dos solventes agua ultrapura, HCI 0,1 M, tampdo acetato de s6dio 0,05 M pH 4,5,
tampdo fosfato de potassio 0,07 M pH 6,8 e tampédo acetato 0,05 M pH 4,5 adicionado de
diferentes concentracgdes de lauril sulfato de sédio (LSS). Posteriormente, as solucGes foram
agitadas, a temperatura ambiente, por 48 horas e quantificadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) (F. BRAS., 2010). Os resultados foram comparados estatisticamente,

utilizando o teste t-Student ao nivel de significancia de 5%.

48 PREPARO DE CAPSULAS

Foram preparadas formulac¢des na forma farmacéutica capsula, nas mesmas dosagens

dos produtos comercializados no mercado (100 mg). Dois lotes foram preparados: Lote 1
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(contendo forma Il, matéria-prima inicial) e Lote 2 (contendo a forma solvatada, produzida
pelo processo de recristalizagdo encontrado no item 4.3), manipulados em farmécia magistral
local. Na Tabela 2 sdo identificados os adjuvantes utilizados na preparacdo do placebo das

capsulas manipuladas com os diferentes compostos sélidos.

Tabela 2 - Adjuvantes utilizados no preparo das capsulas de espironolactona (100 mg), capsulas

com peso médio de aproximadamente 210 mg

Excipientes Teor (%)
LSS 1,5

Talco 3

Lactose Qsp

Fonte: do autor.

49 CONTROLE DE QUALIDADE DAS CAPSULAS

O controle de qualidade das capsulas manipuladas, contendo os dois compostos
estudados, abrangeu a analise do aspecto (cor, superficie e integridade), peso médio,
desintegracdo, identificacdo, teor, uniformidade de doses unitérias e dissolucéo.

Para o teste de peso médio, obedeceu-se aos critérios estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira (F. BRAS., 2010), realizando-se a pesagem individual do contetdo de 20 unidades
de cépsulas dos produtos avaliados. O limite de variacdo aceito é de 10 % para formas

farmacéuticas com peso menor que 300 mg.

O teste de desintegracdo obedeceu aos criterios estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira (F. BRAS., 2010). Foram utilizadas seis unidades de capsulas de cada lote nas

seguintes condicGes: meio aquoso, temperatura de 37°C £ 1°C e tempo de 45 minutos.
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A identificagdo do principio ativo espironolactona foi realizada pela comparacgéo do
tempo de retencdo do pico principal obtido com o padrdo com o tempo de retencdo obtido

com a amostra, no ensaio de doseamento.

Para o teor do farmaco, a partir do contetdo removido das cdpsulas das formulacoes
na determinacdo do peso médio, foi realizada uma pesagem com a massa de interesse
referente a 100 mg de espironolactona de cada formulagdo. As massas foram transferidas para
baldes volumétricos de 50 mL e diluidas para baldo de 25 mL com diluente acetonitrila:agua
(50:50, v/v), obtendo-se a concentracao final de 12,5 pg/mL. O limite de aceitacdo adotado
de 90,0% a 105,0% do valor rotulado foi baseado na especificacdo adotada para a forma
farmacéutica comprimido (UNITED, 2015).

A uniformidade de doses unitarias foi realizada pelo método de variagdo de peso, pois
as capsulas gelatinosas continham mais de 25 mg de farmaco e este representava mais que
25% do peso total da capsula (F. BRAS., 2010).

O perfil de dissolucdo das capsulas foi realizado de acordo com método desenvolvido

e validado, demonstrado nos itens 4.10 e 4.11.

410 DESENVOLVIMENTO DE ENSAIO DE DISSOLUCAO

Segue abaixo o desenvolvimento do método para ensaio de dissolugéo.

4.10.1 Meios de dissolucdo utilizados

Os meios de dissolucdo utilizados neste estudo foram agua, acido cloridrico 0,1 M,
tampdo acetato de sédio 0,05 M pH 4,5, tampao fosfato de potassio 0,07 M pH 6,8, tampao
acetato de sodio 0,05 M pH 4,5, acrescido de diferentes concentragdes de LSS 0,1%, 0,25 %
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e 0,5% (m/v). Estes foram aquecidos a 41°C e levados ao banho de ultrassom, por 20 minutos,
para degaseificacgéo.

4.10.2 Preparo da solucdo padrédo

Para o preparo da solucdo estoque padrdo de trabalho pesou-se 25,0 mg de
espironolactona e transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, acrescentou-se cerca de 5
mL de diluente &gua:acetonitrila (50:50, v/v) para dissolucéo do farmaco e levou-se ao banho
de ultrassom por 5 minutos. Apos, completou-se o0 volume com o mesmo solvente, obtendo-
se a concentracdo de 500 pg/mL, a qual foi filtrada. Em seguida, transferiu-se aliquota de
0,625 mL para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com o0 mesmo solvente,
obtendo-se uma solucdo padrdo na concentragdo de 12,5 pg/mL, utilizada nas analises por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

4.10.3 Preparo das solugdes amostras

As solucBes amostras foram preparadas colocando-se uma cépsula contendo 100 mg
de espironolactona em cada cuba (n = 6) contendo meio de dissolucdo (1000 mL) a 37 °C. As
amostras foram coletadas ao fim do tempo especificado e filtradas. Em seguida, transferiu-se
aliquota de 1,25 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o
diluente agua:acetonitrila (50:50, v/v), obtendo uma concentracdo final de 12,5 pg/mL.

4.10.4 Desenvolvimento do ensaio
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No desenvolvimento do ensaio de dissolugéo foram avaliadas as condicGes de pH do
meio de dissolugéo, observando a capacidade de manter as condicdes sink, tipos de aparatos
para agitacdo do meio e velocidade de agitacdo, conforme recomendado na legislacéo
(UNITED, 2015). Assim, foram definidas as condi¢Ges a serem empregadas no estudo de

dissolugdo das cépsulas.

A quantificacdo foi realizada por CLAE com as seguintes condi¢des: temperatura
ambiente; coluna C18 (150 mm x 3,9 mm, 5 um); fase maével constituida por acetonitrila:agua
(60:40, v/v), filtrada em membrana filtrante de 0,45 um (Millipore) e degaseificada em banho
de ultrassom, por vinte minutos; vazdo de 0,8 mL/min; volume de inje¢do de 20 pL e

comprimento de onda de 230 nm.

A condigéo sink foi assegurada a partir do conhecimento dos resultados do estudo de
solubilidade, sendo definido que, para seu atendimento, ha a necessidade de utilizacdo de
volume do meio de dissolucdo de, pelo menos, trés vezes o volume necessario para formar

uma solucgdo saturada do farmaco.

Apbs definicdo do pH do meio de dissolucdo a ser utilizado (4,5) para cépsulas
contendo a forma Il comercializada, acrescentou-se diferentes concentracdes de LSS (0,1%,
0,25% e 0,5%) (m/v) ao meio, com intuito de se obter o minimo preconizado de dissolugdo
das capsulas. Inicialmente, para definicdo da melhor concentracdo de LSS a ser utilizada,
fixou-se as outras condicBes: aparato cesta e velocidade de agitacdo de 100 rpm. Depois,
utilizando tampdo acetato de sédio pH 4,5 0,05 M acrescido de 0,5% (m/v) de LSS como
meio de dissolucdo, foi verificada a influéncia da velocidade de rotacdo da cesta (50, 75 e
100 rpm) sobre a liberacdo de espironolactona da cépsula. Por fim, comparou-se o
desempenho dos aparatos, testando pa (50, 75 e 100 rpm) sobre a liberacdo de espironolactona
no meio escolhido. Quando o aparato pa foi testado, uma hélice de arame (sinker) foi usada
em volta das capsulas, para evitar flutuacdo das mesmas, conforme recomendado pela USP
(UNITED, 2015).

Um volume de 1000 mL de meio foi usado nas cubas e a temperatura de estabilizacéo
do ensaio foi de 37,0 £ 0,5° C. Amostras de 5 mL foram retiradas do meio de dissolug&o nos
tempos de 3, 6, 10, 15, 30 e 60 minutos, seguido por reposicao imediata de meio, na mesma
temperatura. As amostras foram analisadas por CLAE e os resultados analiticos foram
utilizados para a aquisic¢do dos perfis de dissolucéo. Seis capsulas foram analisadas em cada

ensaio.



31

411 VALIDAGCAO DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

O ensaio de dissolucdo e o método de quantificagdo foram validados pela avaliacdo
dos parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo e
quantificacdo, robustez e estabilidade segundo critérios da USP (UNITED, 2015), ICH (ICH,
2005) e ANVISA (BRASIL, 2003).

Para a determinacdo da seletividade, amostras de placebo e capsula vazia foram
submetidas as condicdes do ensaio de dissolucdo. Ao final do tempo do ensaio, fracbes foram
recolhidas, filtradas, diluidas seguindo o mesmo procedimento utilizado para as capsulas.
Avaliou-se a auséncia de interferéncia dessas amostras na quantificacdo da espironolactona,

bem como do diluente e meio de dissolucao.

A linearidade foi avaliada por andlise de regressdo de solugdes padrdo de
espironolactona, preparadas em sete concentracGes variando entre 5-120% da concentracao
de trabalho do método (0,625; 1,25; 2,5; 7,5; 10,0; 12,5 e 15,0 ug/mL), preparadas em
diluente acetonitrila:agua (50:50, v/v) e em triplicata. A equacdo de calibracdo e o coeficiente
de correlacdo linear foram obtidos e calculados. Os critérios de admisséo foram o coeficiente
de correlacdo de 0,99 ou superior e um desvio-padréo relativo (D.P.R) de cada ponto (n = 3)
menor do que 2% (BRASIL, 2003, UNITED, 2015).

A precisdo foi avaliada através do ensaio de repetibilidade efetuando-se seis
determinacg6es de solucdo na concentracdo de trabalho do método (100%). Preparou-se uma
solucdo-estoque de espironolactona na concentracdo de 25000 pg/mL em acetonitrila:agua
(50:50, v/v). Transferiu-se 4 mL desta solucdo e quantidade de placebo equivalente a uma
capsula (107,5 mg), obtendo-se concentracdo de 100 pg/mL na cuba. Fracdes foram
recolhidas, filtradas, diluidas até concentracdo de 12,5 pg/mL (100%) e avaliadas por CLAE.
A precisdo interdia também foi avaliada, realizando o mesmo procedimento em dia e por
analistas diferentes. O critério de aceitacdo foi D.P.R. inferior a 5,0 % (BRASIL, 2003,
UNITED, 2015). Adicionalmente, aplicou-se o teste t-Student para comprovacéo da diferenca

néo significativa entre os ensaios (p = 0,05).

A exatid&o foi avaliada através de um ensaio de recuperacao utilizando quantidades
conhecidas de substancia referéncia espironolactona adicionadas ao placebo. Uma solucao
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estoque, contendo 10000 pg/mL de espironolactona padrdo, foi preparada em diluente
contendo acetonitrila:dgua (50:50, v/v). Aliquotas de 2,0 mL, 10 mL e 12 mL desta solucéao
foram adicionadas as cubas contendo 1000 mL do meio de dissolucdo. Amostras de placebo
proporcionais a cada concentracdo, 21,5 mg (20%), 107,5 mg (100%) e 129,0 mg (120%),

foram também adicionadas as cubas. As amostras foram submetidas as condi¢des do ensaio.

Ap0s, aliquotas foram recolhidas, filtradas e diluidas até concentragdes finais de 2,5, 12,5 e
15 pg/mL, correspondendo a 20, 100 e 120% da concentracdo de trabalho do método,
respectivamente, e analisadas por CLAE. Estes estudos foram realizados em triplicata. As
recuperagdes percentuais foram calculadas de acordo com a Eq. (1):

R % = (C média experimental) / (C tedrica) x 100 (1)

em que C média experimental € a concentracdo da amostra obtida, a partir do método
proposto, em cada nivel de concentracdo e C tedrica € a concentragdo tedrica em cada nivel
de concentracdo. O critério de aceitacdo de recuperacdo utilizado foi de 95,0 a 105,0%
(BRASIL, 2003UNITED, 2015).

O limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram obtidos a partir das
seguintes equacdes Eq. (2) e a Eqg. (3):

LD =(DPx3)/IC  (2)

LQ = (DP x 10)/IC  (3)

em que DP é o desvio padrédo do intercepto e IC é a inclinagdo média, das trés curvas analiticas
no estudo da linearidade (ICH, 2005).

A robustez foi avaliada através da variagdo de seis pardmetros do método de
dissolucdo. A concentracdo de espironolactona na amostra foi calculada para cada caso,
comparando com as areas dos picos obtidos a partir da solugdo padrdo, no mesmo nivel de

concentragdo. Os fatores variados foram: velocidade de agitacdo, degaseificagédo do meio de



33

dissolucdo, filtragdo da amostra, tempo de teste de dissolugéo, composicdo e vazao da fase
movel. As andlises foram realizadas em triplicata e o teste t-Student foi utilizado para
determinar se as variacdes produziram alteracdes significativas nos resultados (p = 0,05).
Salienta-se que este parametro ndo é preconizado pelas agéncias regulatorias para validacao
de ensaios de dissolucdo, entretanto, optou-se por realiza-lo para conhecimento dos fatores

cruciais do método.

Avaliou-se, também, a estabilidade das solu¢fes submetidas ao ensaio de dissolucéo.
Solucdes padrdo de espironolactona, na concentragdo de 12,5 pg/mL, foram preparadas em
triplicata, filtradas e imediatamente injetadas no sistema de CLAE (tempo zero). As mesmas
solugdes foram mantidas a temperatura ambiente durante 24 horas e avaliadas novamente.
Para avaliar a estabilidade das amostras de espironolactona em capsulas, trés amostras foram
submetidas as condi¢es do método. Apos, fracbes foram recolhidas, filtradas e diluidas para
concentragdo 12,5 pg/mL e imediatamente analisadas por CLAE (tempo zero). As solucdes
foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente e novamente analisadas. O critério de
aceitacdo adotado foi uma resposta analitica, apds 24 horas (padrédo) e 2 horas (amostra), entre

98% e 102% do valor obtido no tempo zero.

4.12 PERFIS DE DISSOLUCAO DAS FORMAS SOLIDAS EM CAPSULAS

As capsulas contendo 100 mg das formas Il e solvatada de espironolactona foram
colocadas em seis cubas contendo 1000 mL de tampé&o acetato 0,05 M pH= 4,5, acrescido de
0,5% (m/v) de LSS. A sétima cuba foi preenchida com o meio de dissolucgdo para reposicao
dos volumes. Em cada tempo de amostragem, aliquotas de 5 mL foram retiradas de cada
cuba, filtradas e diluidas em acetonitrila:agua (50:50, v/v), obtendo-se a mesma concentracao
do padréo de trabalho (12,5 pg/mL). Apos cada coleta, igual volume de meio de dissolucdo
foi imediatamente reposto, evitando, assim, oscilagdes de volume na cuba. Essas reposi¢oes

foram descontadas nos célculos finais de porcentagem de liberagéo.

A semelhanca dos perfis de dissolugéo foi entdo determinada pelo fator de diferenca

(F1) e fator de semelhancga (F2), calculados a partir da Eq. 4 e da eq. 5, como segue:
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F1= {[2{1|R. — T |1}/{[2F=1 Re] } x 100 )

F2 =50 xlog {[(1+1/n) T7_; (R — T;)?]~°% x 100} ©

em que: Rt é a percentagem do farmaco referéncia dissolvido em cada ponto, Tt é a
percentagem de produto teste dissolvido em cada ponto e n é 0 nimero de pontos de
amostragem (SILVA et al., 2015).

Para as curvas serem consideradas semelhantes, valores de F1 devem ser perto de 0,
e os valores de F2 devem ser perto de 100. Geralmente, os valores de F1 até 15 (0-15) e os

valores de F2 superior a 50 (50-100) asseguram equivaléncia das duas curvas (FDA, 1997).

413 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Os estudos de estabilidade foram realizados para verificar diferencas entre os

compostos estudados, sob condicdes definidas de temperatura.

As amostras das capsulas, contendo as formas Il e solvatada da espironolactona, foram
acondicionadas em estufa microprocessadora de secagem, sem umidade, a temperatura de
50°C + 2°C, por 3 meses. As capsulas de cada composto sélido foram analisadas quanto ao

teor e perfil de dissolucéo, nos tempos 0, 1, 2 e 3 meses.

A semelhanca dos perfis de dissolucédo foi entdo determinada pelo fator de diferenca
(F1) e fator de semelhanca (F2), calculados a partir da Eq. 4 e da eq. 5 descritas na secdo

anterior.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Abaixo se encontra os resultados e a discussao deste trabalho.

5.1  RECRISTALIZACAO DAS FORMAS SOLIDAS

Vérios métodos de recristalizacdo sdo descritos para diferenciar a forma em que a
concentracdo do soluto € aumentada: evaporacdo do solvente, resfriamento, conveccao,

sublimacéo, adicdo de anti-solvente, entre outros.

Diversas tentativas de recristalizacdo da espironolactona foram executadas com base
nos relatos da literatura, na tentativa de obtencdo da forma | e/ou na obtencdo de possiveis
formas solvatadas (AGAFONOV et al., 1991; BECKSTEAD; NEVILLE; SHURVELL,
1993; BERBENNI et al., 1999; DIDEBERG; DUPONT, 1972; NEVILLE; BECKSTEAD;
COONEY, 1994; PISEGNA,; GILSON; BUTLER, 2014).

A metodologia selecionada estéa descrita no item 4.3.

52  ANALISES TERMICAS

A Figura 3 demonstra a curva de calorimetria exploratéria diferencial da matériaprima

forma Il e forma solvatada.
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Forma solvatada

Forma ll

Fluxo de calor (mW/mg)
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Figura 3 - Curvas de calorimetria exploratéria diferencial obtidas das matérias-primas
forma Il e forma solvatada.
Fonte:  do autor.

Na curva se observa o evento de fusdo em 209°C para forma Il. E possivel confirmar,
também, que o processo de recristalizacdo com acetato de etila, descrito na secao 4.3, permitiu
a obtencdo da forma solvatada da espironolactona, pois somente formas solvatadas
apresentam o evento em torno de 75°C, a qual é atribuido a perda de solvente da amostra.

Dados na literatura confirmam a perda, seguida pelo evento de fusdo visualizado em torno de
210°C (AGAFONOQV etal., 1991; NEVILLE, BECKSTEAD, COONEY, 1994).

A analise termogravimeétrica das formas Il e solvatada sdo demonstradas nas Figuras

4 e 5, respectivamente.
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Figura 4 - Curva de termogravimetria da forma Il da espironolactona, obtida a
10°C/min em N2 navaz&o de 50 mL/min.
Fonte:  do autor.
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Figura 5 - Curva de termogravimetria da forma solvatada da espironolactona, obtida a
10°C/min em
N2 na vazéo de 50 mL/min.

Fonte:  do autor.
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Através das curvas foram evidenciadas perda de massa na regido de temperatura onde
se observam os eventos endotérmicos na analise de calorimetria exploratéria diferencial para
a forma solvatada, confirmando a presenca de solvente no cristal. As decomposicoes
ocorreram nas temperaturas aproximadas de 272 e 273°C, para as formas solvatada e I,
respectivamente, concordando com dados descritos na literatura (NEVILLE, BECKSTEAD,
COONEY, 1994).

A perda de massa do solvente acetato de etila (1,9 %) no termograma da
espironolactona forma solvatada sugere possivel proporcdo de 1 molécula de acetato de etila
para cada 11 moléculas de espironolactona. A adicdo do solvente na amostra de

espironolactona foi realizada de forma ndo estequiométrica.

Com o objetivo de verificar a perda do solvente, a amostra solvatada foi dessecada a
temperatura superior ao ponto de ebuligdo do acetato de etila, como apresentado na Figura 6.

Demonstrando perfil semelhante & matéria-prima forma 11, com evento de fusdo em 209°C.

Fluxo de calor (mW/mg)

209°C

L I ¥ I ¥ I v I
50 100 150 200 250
Temperatura (°C)
Figura 6 - Curva de calorimetria exploratdria diferencial obtida da matéria-prima

forma solvatada mantida em estufa @ 100°C por um periodo de 24 horas.
Fonte: do autor.
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A forma Il da espironolactona é a forma comercializada no mercado. As formas

polimorficas | e Il de espironolactona apresentam os padrdes de difracdo de Raios X de pd

demonstrados na Figura 7, de acordo com dados depositados na base de dados de estruturas

cristalinas da Cambridge, o CSD (Cambridge Structural Database). Nos artigos desta base

sdo descritos os métodos de producdo das formas I e Il, formas hidratadas, solvatadas
(acetonitrila, tolueno e hexano), e outros compostos (AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER,
1989; DIDEBERG; DUPONT, 1972; BIAN et al., 2013; SONI et al., 2011; AGAFONOV;,
LEGENDRE; RODIER, 1989; MALLAMO et al., 1992; TAKATA et al., 2010).
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Figura 7 - Difracdo de Raios X por pé de espironolactona formas | e 1l segundo o0s

Fonte:

Graus 26(KaCu)

padrbes simulados no CSD (codigos: ATPRCL10 e AATPRCLO1)

(DIDEBERG; DUPONT, 1972; AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER,

1989).
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Os difratogramas experimentais do padrdo de trabalho e da matéria-prima de

espironolactona utilizados nas analises foram comparados com os padrdes de difracdo das

formas I e Il de espironolactona, conforme apresentado na Figura 8.

Intensidade normalizada
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Figura 8 - Difratogramas de Raios X por pd, obtidos para espironolactona padrdo

Fonte:

simulado forma Il, padréo de trabalho e matéria-prima de espironolactona
utilizados nas analises.
do autor.

A partir da analise, conforme esperado, foi possivel identificar a presenca do

polimorfo Il em ambas as amostras.

Apbs procedimento de recristalizacdo da matéria-prima, ndo foi possivel correlacionar

o difratograma obtido com nenhuma das estruturas depositadas para a espironolactona,

polimorfos I e Il e seus solvatos, depositados no CSD, conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9 - Difratogramas de Raios X por p6, obtidos para espironolactona forma
solvatada recristalizada e espironolactona padr6es simulados formas I e II.
Fonte:  do autor.

Os difratogramas dos solvatos depositados ndo foram demonstrados, pois nenhum é
composto pelo solvente acetato de etila, utilizado neste trabalho. Este solvato ndo possui
estrutura cristalina elucidada, entretanto, através dos dados de anéalise térmica publicados na
literatura, foi possivel identificar a amostra recristalizada como um possivel solvato de

espironolactona com acetato de etila.

De acordo com o capitulo geral da USP sobre identificacdo de formas cristalinas por
difracdo de Raios X por pd, as diferencas entre os angulos de difracdo de uma mesma forma
cristalina devem ser menores do que 0,2° (UNITED, 2015). Na estrutura do solvato
recristalizado, observou-se os picos de difracdo individuais, confirmando, portanto, que a
forma obtida é um outro composto solido ainda ndo elucidado e ndo uma contaminacao

cristalina de duas amostras.

Com o objetivo de verificar a perda de solvente, a amostra solvatada foi dessecada a
temperatura superior ao ponto de ebulicdo do acetato de etila, como apresentado na Figura
10.
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Figura 10 - Difratograma de Raios X por pd, obtido para espironolactona forma
solvatada recristalizada mantida em estufa a 100°C por um periodo de 24
horas.

Fonte: do autor.

O solvato de espironolactona converte-se em polimorfo de forma Il sob aquecimento,
indicando que o solvente ndo esta ligado ao reticulo cristalino, concordando com a literatura
(FLORENCE, 2011).

5.4  ANALISE POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

(IV-RTA)

Os resultados de espectrofotometria na regido do infravermelho do padrdo e das

amostras forma Il e solvatada foram analisados e estéo descritos nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Espectros de infravermelho do padréo de trabalho e da forma Il de
espironolactona matéria-prima de trabalho.
Fonte: do autor.
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Os espectros mostraram que o padrdo da forma Il e a forma solvatada da
espironolactona ndo apresentaram diferencas significativas, uma vez que o acréscimo da
molécula do solvente acetato de etila ndo apresenta grupos funcionais que representariam

picos adicionais.

Outros autores também ndo conseguiram diferenciar os compostos estudados nesse
trabalho por esta técnica (BERBENNI et al., 1999; EL-DALSH et al., 1983). Assim,
entendese que técnicas complementares sdo necessarias para que se obtenha melhores

informacdes para o reconhecimento de grupos funcionais do farmaco.

Os espectros obtidos foram analisados de acordo com dados apresentados na literatura
(DONALD et al., 2010). As faixas de frequéncias dos grupos funcionais correspondentes as
principais bandas observadas nos espectros estdo representadas na Tabela 3, fornecendo

informacdes de grupos presentes na estrutura da espironolactona.

Tabela 3 - Faixas de frequéncias de grupos funcionais correspondentes as bandas observadas nos
espectros de infravermelho de espironolactona

Faixa de frequéncias (cm™) Grupamentos responsaveis
1766* y-lactona

1672* Estiramento de C=0

1615* Estiramento de C=C

1688* Tio-acetil

Fonte: do autor.

55 ESTUDOS DE SOLUBILIDADE

Foi construida curva analitica para determinacdo das concentracdes dissolvidas de
espironolactona no estudo de solubilidade. Foram preparadas cinco concentragdes de padrao
de espironolactona (1, 5, 25, 50 e 100 pg/mL), em triplicata, utilizando o diluente
acetonitrila/dgua (50:50). A partir das médias de absor¢do em cada concentracdo, obteve-se

a equacdo da reta y = 21915x + 7568,9, com R? = 0,9999. A equagio da reta foi utilizada
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para calcular a solubilidade das formas sélidas de espironolactona nos sete meios aquosos

testados, conforme demonstrado na Figura 13.

Solubilidade da espironolactona
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= Solvato
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AGuUA HClI 0,1 M TP pH 6,8 TPpH 45 TPpH45+ TPpH 45+ TP pH 4,5 +
LS5 0,1%6 LSS 0,25% LS5 0,50%6

Figura 13 - Grafico comparativo da solubilidade das matérias-primas nos meios aquosos testados.
Fonte: do autor.

Na anélise do grafico, é possivel verificar a baixa solubilidade da espironolactona na
maioria dos meios testados. O tampéo acetato de sédio 0,05 M pH= 4,5, acrescido de 0,5%
(m/v) de lauril sulfato de s6dio apresentou a maior solubilidade do farmaco entre 0os meios
testados. Nos meios avaliados, a solubilidade do solvato recristalizado foi consideravelmente
menor do que a matéria-prima da espironolactona comercializada (forma |II),

consequentemente a dissolucdo dessa matéria-prima solvatada pode ser menor.

A forma solvatada apresentou menor solubilidade em todos os meios avaliados, com
diferenca significativa em relacdo a forma Il (p < 0,05), verificada através do teste t-Student,
sendo em agua (p = 0,00442), HCI 0,1 M (p = 0,04771), tampéo 0,07 M pH 6,8 (p = 0,00123),
tampédo 0,05 M pH 4,5 (p = 0,00399), tampéo 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,1% (m/v) LSS
(p =0,00122), tampéo 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,25% (m/v) LSS (p =0,01927) e tampé&o
0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,5% (m/v) LSS (p = 0,01433). Este fendmeno é esperado, pois
a maioria dos solvatos s&o menos soltveis do que o solido original (AULTON, 2005). Uma

provavel causa para esta baixa solubilidade esta nas pequenas diferencas existentes entre as
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energias livres de cada fase, em funcdo dos diferentes empacotamentos ou conformacdes dos
compostos que formam os cristais moleculares (SARMA, 2011). Quando o solvato, na forma
solida, é dissolvido em meio aquoso, a interacdo que ocorre entre o solvente e a fase cristalina
reduz a quantidade de energia liberada. Como consequéncia, cristais solvatados podem
apresentar solubilidade menor que suas formas sélidas nao solvatadas, podendo levar a uma

precipitacdo do farmaco em solugdo (AULTON, 2005).

De acordo com Barros de Araujo et al (2012), parametros como velocidade de
absorcéo e biodisponibilidade séo diretamente influenciados pelo grau de solubilidade de um
farmaco, interferindo nos perfis farmacocinéticos e, consequentemente, na eficacia do

medicamento.

56 PREPARO DAS CAPSULAS

As matérias-primas forma Il e solvatada reproduzidas no trabalho foram tamisadas na

faixa de 150 e 200 mesh e utilizadas para o preparo das capsulas.

A forma farmacéutica capsula foi preparada na mesma dosagem de produtos
comercializados em farméacias de manipulacdo. Capsulas contendo 100 mg de
espironolactona foram utilizadas para o desenvolvimento do método de dissolucdo e

comparacdo dos diferentes compostos (forma Il e solvato).

5.7 CONTROLE DE QUALIDADE DAS CAPSULAS

Os resultados do controle de qualidade das capsulas seguem abaixo.
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5.7.1 Aspecto

As céapsulas gelatinosas para as duas formas estudadas se apresentaram duras,

bicolores, com superficie lisa e contendo p6 homogéneo e branco.

5.7.2 Peso médio

Os dados do peso médio estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 2 - Valores de peso médio das capsulas forma Il e forma solvatada

Cépsulas Forma Il (mg) Forma solvatada (mg)
Média 207,5 218,2

Limites 186,8 — 228,2 196,4 — 240,0
Resultados 186,7 — 236,8 207,2 - 227,7

Fonte: do autor.

A Farmacopeia Brasileira (F. BRAS., 2010) especifica que na determinacéo de peso
é tolerado ndo mais que duas capsulas fora do limite de variacao (x10%) em relacdo ao peso
médio, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
Analisando os dados, pode-se observar que ambas as capsulas contendo as formas solidas
foram aprovadas no teste, demonstrando homogeneidade de peso. Apenas duas capsulas

contendo a forma Il ficaram fora dos limites especificados.
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5.7.3 Desintegragéo

Todas as amostras atenderam as especificacOes estabelecidas pela Farmacopeia
Brasileira (F. BRAS., 2010), onde as capsulas devem estar completamente desintegradas ao
final de 45 minutos. A desintegracdo das capsulas contendo os compostos sélidos estudados

ocorreram em 2 minutos.

5.7.4 ldentificacdo

A identificacdo da espironolactona foi confirmada pela comparacdo dos tempos de
retencdo do pico principal do cromatograma da solucdo padrdo com o0s obtidos nos
cromatogramas de cada formulacdo (forma Il e solvatada), conforme mostra a Figura 14.

Os tempos de retencdo (Rt) para o padéo, forma Il e forma solvatada foram em 3,3

minutos.
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Figura 14 - Cromatogramas obtidos por CLAE para o padrdo de espironolactona (A) e para as
formulagdes contendo forma Il (B) e forma solvatada (C) na concentracdo de 12,5

pg/mL.
Fonte: do autor.

5.7.5 Teor do farmaco
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Considerando a especificacdo para doseamento de espironolactona em comprimidos

de 90,0 a 105,0 % do valor rotulado (UNITED, 2015), todas as amostras cumpriram o teste,

como observado na Tabela 5.

Tabela 3 - Valores de teor de espironolactona das amostras de capsulas (n=3)

Amostras Teor (%) D.P.R (%)*
Formulacéo Forma Il 100,2 0,43
Formulacéo Solvato 100,9 0,48

Fonte: do autor
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O teste de uniformidade por variagdo de peso foi realizado para as formulagdes

contendo forma Il e forma solvatada, conforme descrito na Tabela 6. As formulagcOes

cumpriram o teste de uniformidade de doses unitarias.

Tabela 4 - Valores do teste de uniformidade para espironolactona nas amostras de capsulas

Cépsulas Forma Il (%0) Forma solvatada (%)
1 98,6 98,1
2 99,4 100,7
3 103,6 98,0
4 96,7 102,5
5 99,6 102,7
6 97,8 100,8
7 98,2 100,6
8 100,9 105,3
9 106,4 95,8
10 107,7 104,3
Média 100,9 100,9
D.P.R (%) 3,8 3,0
Valor de aceitacao* 91 9,1

* Limite maximo permitido para o valor de aceitagdo = 15.

Fonte: do autor.

5.8

DESENVOLVIMENTO DE ENSAIO DE DISSOLUCAO
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Segue abaixo as condic¢des encontradas no desenvolvimento do ensaio de dissolucéo.

5.8.1 Condigoes sink

Os testes de solubilidade mostraram condigdes sink para 0os meios tampéo acetato de
sodio 0,05 M pH 4,5 acrescidos de 0,1%, 0,25% e 0,5% (m/v) de LSS, para os dois compostos
estudados (forma Il e forma solvatada) de espironolactona. No entanto, de acordo com o Food
and Drug Administration, as condi¢cdes sink sdo desejaveis, mas ndo obrigatorias (FDA,
1997). Mesmo para 0s meios que ndo garantiram condicdes sink, foram realizados testes de
otimizacGes de ensaio de dissolucdo, a fim de verificar se 0os medicamentos comerciais

apresentariam boa liberagdo in vitro, devido a acdo de excipientes.

5.8.2 Otimizacdo das condicbes para quantificacdo por CLAE

As condi¢bes cromatograficas foram previamente otimizadas para produzir um
desempenho analitico adequado em um curto espaco de tempo. Apos testes preliminares, 0s
seguintes parametros foram considerados adequados: fase movel acetonitrila:agua (60:40,
v/v), vazdo de 0,8 mL/min, temperatura ambiente, coluna C18 (150 x 3,9 mm, 5 um),

comprimento de onda de deteccdo de 230 nm e volume de injecédo de 20 pL.

Para confirmar os parametros cromatograficos, um ensaio de adequabilidade do
sistema foi realizado através da injecdo de uma solucdo padréo de trabalho contendo 12,5
pg/mL de espironolactona em diluente agua:acetonitrila (50:50, v/v). Os seguintes resultados
foram encontrados: tempo de retengdo de 3,32 min, ndmeros de pratos tedricos de,

aproximadamente, 6812, fator de retencdo de 3,32 e assimetria do pico de 1,20. O
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desviopadrdo relativo da area do pico foi de 0,33% (n=3). Todos os pardmetros foram,

portanto, consistentes com as recomendacdes da USP (UNITED, 2015).

5.8.3 Ensaio de dissolugéo

Em geral, condi¢c6es moderadas devem ser mantidas durante os ensaios de dissolucéo
no sentido de obter o maximo poder discriminatorio e resultar na capacidade de detec¢édo de
eventuais desvios dos padrdes de qualidade propostos. Neste estudo, o teste de dissolucéao foi
desenvolvido avaliando meio de dissolucdo, velocidade de rotagdo, aparato cesta (tipo 1) / pa
(Tipo 1) para se obter uma dissolu¢do lenta dos produtos nos primeiros pontos de
amostragem. Além disso, buscou-se um teste de dissolucdo que estivesse de acordo com as
especificacbes do FDA (FDA,1997) e da RE n° 310, de 1° de setembro de 2004 (BRASIL,
2004), que afirmam que apenas uma medida deve ser considerada depois de 85% de
dissolugdo para a comparacdo de perfis de dissolugdo através do meétodo modelo
independente simples. Neste contexto, o Gltimo ponto de amostragem pode ser utilizado em

testes de rotina realizados em laboratérios de controle de qualidade.

A escolha do meio de dissolucdo foi comparada através dos perfis de dissolucédo

demonstrados na Figura 15.
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Figura 15 - Perfis de dissolucdo de capsulas de 100 mg de espironolactona utilizando
tampado acetato 0,05 M pH 4,5 (¢), tampao acetato de sédio 0,05 M pH 4,5,
acrescido de 0,1% (m/v) (m), 0,25% (m/v) (A) e 0,5% (m/v) ( ) de LSS como o
meio de dissolucao; aparato cesta e velocidade de agitacdo de 100 rpm.

Nota: As amostras foram analisadas por CLAE.

Fonte: do autor.

Na composicado do meio de dissolucdo (utilizando a cesta como aparato e velocidade
de agitacao de 100 rpm), tampdo acetato de s6dio 0,05 M pH 4,5 isolado (29,7% de liberacao)
e acrescido de 0,1% (m/v) (67,0% de liberacéo) e 0,25% (m/v) (76,9% de liberacdo) de LSS
ndo foram considerados meios de dissolucdo "ideais", pois ndo proporcionaram nivel de
dissolucao aceitavel das capsulas de espironolactona, no tempo de 60 minutos. Por outro lado,
0 tampdo acetato de sddio 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,5% (m/v) de LSS permitiu uma
liberacdo adequada de espironolactona a partir das capsulas (90,3% de liberacéo). Além disso,
com este meio foi possivel obtencdo de um perfil de dissolugcdo com apenas um ponto acima
de 85% de dissolucdo, permitindo comparacéo de perfis de dissolucédo pelo método modelo

independente simples.

Com a utiliza¢do de tampé&o acetato de sodio pH 4,5 0,05 M acrescido de 0,5% (m/v)
LSS como meio de dissolucdo, foi entdo verificada a influéncia da velocidade de rotagéo da
cesta (50, 75 e 100 rpm) sobre a liberacdo das cépsulas de espironolactona, como
demonstrado na Figura 16.
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Figura 16 - Otimizag&o da velocidade de rotagdo do aparato cesta. As velocidades utilizadas foram
100 rpm (#), 75 rpm (A) e 50 rpm (m).

Nota: O tampado acetato de sodio 0,05 M pH 4,5 acrescido de 0,5 % (m/v) de LSS foi utilizado
como o meio de dissolugdo. As amostras foram analisadas por CLAE.

Fonte: do autor.

Os resultados experimentais mostraram melhor taxa de dissolu¢do para os ultimos
pontos de amostragem utilizando a velocidade de rotacdo de 100 rpm (90,3% de liberacéo).
A taxa de dissolucdo para a velocidade de rotacao de 50 rpm (88,1% de liberagéo) atendeu a
condicdo de apenas um ponto acima de 85% de dissolugéo. Para a velocidade de 75 rpm
(75,0% de liberacdo) o valor ndo alcancou a taxa de liberagdo minima de 80%. Portanto, o
meio tampdo acetato de sodio 0,05 M pH 4,5 acrescido 0,5% (m/v) de LSS, juntamente com
as velocidades de rotacdo de 50 rpm e 100 rpm, foram considerados favoraveis para
comparacaodos perfis de dissolucdo, através do método modelo independente simples.

Apdbs obtencdo de boa taxa de dissolucdo nos ultimos pontos de amostragem com
aparato cesta a 100 rpm, avaliou-se o desempenho do aparato pa com diferentes velocidades
de agitacdo (50, 75 e 100 rpm) para a liberacéo da espironolactona, conforme demonstrado

na Figura 17.
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Figura 17 - Avaliacdo do aparato pa com diferentes velocidades de rotagdo. As velocidades
utilizadas foram 100 rpm (A), 75 rpm (m) e 50 rpm (¢). O meio de dissolucéo foi
tampdo acetato de sédio 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,5 % (m/v) de LSS.

Nota: As amostras foram analisadas por CLAE.

Fonte: do autor.

Os resultados experimentais mostraram que o aparato pa produz melhor porcentagem
de dissolucdo das capsulas na velocidade de 50 rpm (86,3% de liberacdo), atendendo a
condicdo de apenas um ponto acima de 85% de dissolucdo. As outras velocidades
apresentaram uma liberacdo muito rapida e ndo continua, fornecendo mais de 70% de
liberacdo em 10 minutos e mais de um ponto acima de 85% de dissolucdo, ndo sendo

favoravel ao método modelo independente simples.

As condicdes que podem ser utilizadas para comparacdo de perfis de dissolucédo de
espironolactona pelo método modelo independente simples sdo: aparato pa a 50 rpm, aparato
cestaa 50 rpm e a 100 rpm, todos utilizando tampao acetato de sédio 0,05 M pH 4,5, acrescido
de 0,5% (m/v) LSS como meio de dissolugéo, conforme Figura 18.
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Figura 18 - Comparacdo das melhores condi¢des obtidas. Velocidade de 50 rpm e cesta (),
velocidade de 50 rpm e pa (=) e velocidade de 100 rpm e cesta (A ). O meio de
dissolucao foi tampao acetato de sédio 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,5% (m/v)
de LSS.

Nota: As amostras foram analisadas por CLAE.

Fonte: do autor.

Considerando que o aparato cesta é normalmente recomendado pela Farmacopeia
Americana para realizacdo de testes de dissolucdo em cépsulas (UNITED, 2015),
estabeleceuse como aparato a cesta, velocidade de 100 rpm e meio de dissolu¢do tampéao
acetato 0,05 M pH 4,5 contendo 0,5% (m/v) de LSS como condicOes ideais para realizacdo
de perfis e ensaios de dissolucao de capsulas de espironolactona. Estas condi¢des permitiram
a obtencdo de um perfil de dissolucdo discriminatorio, produzindo dissolucdo satisfatoria no
altimo ponto de amostragem, podendo, assim, ser empregado em estudos de equivaléncia
farmacéutica e em testes de rotina de laboratdrios de controle de qualidade.

De acordo com o FDA (FDA, 1997), para a dissolucdo de IFAs pouco soluveis (classe
2- SCB) é recomendada uma especificacdo de dissolucdo de 85 % em 30, 45, ou 60 minutos
para caracterizar a qualidade destes produtos. Com base nestas especificacdes e nos
resultados obtidos neste trabalho, foi estabelecido um critério de aceitagdo de 85% (Q = 80)

de dissolugdo em 60 minutos.

As condicdes estabelecidas foram: meio tampéao acetato de sodio 0,05 M pH 4,5,
acrescido de 0,5% (m/v) de LSS previamente degaseificado; aparato de agitacdo cesta;

velocidade de agitacdo 100 rpm e tempos de coleta: 3, 6, 10, 15, 30 e 60 minutos. O Gltimo



57

ponto de amostragem adotado foi 60 minutos, conforme recomendagdo da farmacopeia

americana

(UNITED, 2015) com processo de duracdo de 30 a 60 minutos para as formas de dosagem de

liberagéo imediata.

59 VALIDACAO DO METODO DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

Os resultados da validacdo do método desenvolvido seguem abaixo.

5.9.1 Seletividade

A avaliacao da seletividade do método por CLAE é demonstrada na Figura 19.
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Figura 19 - Cromatogramas de padréo de espironolactona (12,5 pg/mL), diluente, capsula vazia,
placebo e meio de dissolucdo para avaliagdo da seletividade do método.
Fonte: do autor.
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Foram realizadas anélises do diluente, cdpsula vazia, placebo e meio se dissolugéo,
nas quais ndo foram observados picos cromatograficos adicionais no mesmo tempo de

retencdo da espironolactona, demonstrando, assim, a seletividade do método proposto.

5.9.2 Linearidade

A curva analitica estd demonstrada na Figura 20.
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Figura 20 - Curva analitica de padrdo espironolactona obtida pelo método cromatografico.
Fonte: do autor.

A equacdo de calibracédo obtida foi y = 30817x + 466,5185. A regressao por minimos
quadrados mostrou coeficiente de correlagdo satisfatorio (R?> = 1,0000), confirmando a
linearidade do método. O desvio padrao relativo de cada ponto (n = 3) foi inferior a 2%. Estes
resultados satisfazem os critérios de aceitagdo (UNITED, 2015).
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Os valores dos percentuais de recuperacdo para espironolactona estdo demonstrados

na Tabela 7 e apresentam-se entre 95,0-105,0%, confirmando a exatiddo do ensaio e do

método cromatografico (UNITED, 2015).

Tabela 5 - Valores obtidos no teste de recuperacdo para espironolactona no ensaio de dissolugédo

Concentragao B
o Concentragao
adicionada Recuperacao (%)
recuperada (ug/mL)*

(Hg/mL)
R1 (20%) 2,5 2,6 104,0
R2 (100%) 12,5 12,5 100,0
R3 (120%) 15,0 15,1 100,7

* Média de trés determinagdes
Fonte: do autor.

Os resultados da preciséo por repetibilidade (intraensaio) e intermediaria (interensaio)

do procedimento de dissolucdo foram aceitaveis, considerando os desvios padrdo relativos
menores que 5,0%, demonstrando boa precisdo (UNITED, 2015, BRASIL, 2003), conforme

Tabela 8.

Tabela 6 - Valores obtidos no teste de precisdo de ensaio de dissolugdo de cdpsulas de

espironolactona (continua)

Amostra Analista 1 - Dia 1 (%) Analista 2 - Dia 2 (%)
1 103,4 97,0

2 98,9 101,3

3 99,9 100,7

4 99,7 103,0

5 102,0 108,9

6 99,6 102,3




60

Tabela 7 - Valores obtidos no teste de precisdo de ensaio de dissolugdo de capsulas de

espironolactona (concluséo)
Media 100,6 102,2
CV (%) n=6 1,72 3,81
CV (%) n=12 2,0
Teste t-Student p =0,3742*

* Significativo para p < 0,05.
Fonte: do autor.

5.9.4 Limites de deteccdo e de quantificacdo

O limite de deteccdo do método encontrado foi de 0,014 pg/mL. O limite de
quantificacdo encontrado foi de 0,047 pg/mL. Estes resultados demonstram que as analises
foram realizadas em uma regido acima destes valores (intervalo de trabalho do método: 0,625

— 15pg/mL).

5.9.5 Robustez

A Tabela 9 descreve os resultados obtidos na avaliagdo da robustez do método
proposto. O método foi, portanto, robusto para todos os fatores avaliados, ndo apresentando

diferenca significativa entre os resultados, de acordo com o teste t-Student (p = 0,05).
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Tabela 9 - Pardmetros da avaliagdo da robustez do método analitico de dissolugéo para analise de
espironolactona por CLAE

Test t-
A Y 0]
Parametros Condicdes Teores (%) Student*
100 rpm 103,1 86,1 93,7 0.26
Velocidade de agitacéo ’
95 rpm 103,0 1104 951
Degaseificacdo do meio de Sim 103,1 86,1 93,7 022
dissolucédo ’
Nao 80,5 809 934
Papel filtro

Filtracdo da amostra quantitativo 9%88 92 1022 0,80

(PTFE) hidrofilicos 96,8 950 99,9

Tempo do ensaio de dissolucao 60 1031 861 937 0.80
(minutos) 62 1000 843 933
Acetonitrila na fase mével (%) 60 846 84,0 833 0,16
62 83,3 834 832
0,8 84,6 84,0 833
Vazao da fase movel (mL/min) 0,27
0,9 84,7 84,0 850

*Significativo para p < 0,05
Fonte: do autor.

5.9.6 Estabilidade
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As solugdes padrao e amostra mantiveram-se estaveis a temperatura ambiente durante
24 e 2 horas, respectivamente. As solucdes padrédo e amostra tiveram resposta analitica de

100,4% e 99,3%, respectivamente, em relacao ao tempo zero.

5.10 PERFIS DE DISSOLUCAO

A comparacdo dos perfis de dissolucdo é demonstrada na Figura 21.

Forma Il x Forma Solvatada

120

% de espironolactona dissolvida

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (minutos)

Figura 21 - Perfis de dissolugdo de espironolactona forma Il (e) e forma solvatada ().
Fonte: do autor

No tempo estabelecido de 60 minutos, as capsulas contendo a forma Il liberaram
90,2% do principio ativo, enquanto que as capsulas contendo a forma solvatada liberaram
58,4% do farmaco. Os fatores de diferenca e semelhanca calculados sdo demonstrados na
Tabela 10.
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Tabela 10 - Fatores de diferenga e semelhanca calculados para os perfis de dissolucao das capsulas
de espironolactona estudadas

Amostras F1 F2

Formulagéo Forma Il x Formulagéo Solvato 43,78 29,07

Fonte: do autor.

Os dados da tabela 10 mostram que os perfis de dissolucéo das duas formas néo foram
equivalentes, ou seja, os perfis de dissolugdo de capsulas contendo espironolactona sao
influenciados pela forma sélida presente. A presenga da forma solvatada influenciou
negativamente a dissolucdo do farmaco. A forma solvatada dissolve 1,5 vezes menos que a

forma Il.

5.11 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As amostras das capsulas, contendo as formas |1 e solvatada da espironolactona foram
analisadas quanto ao teor e perfil de dissolucdo, nos tempos 0, 1, 2 e 3 meses. A comparacao
dos perfis de dissolucdo estdo demonstrados nas Figuras 22 e 23, para as capsulas forma Il e

forma solvatada, respectivamente.
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Estabilidade Forma Il
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Figura 22 - Perfis de dissolucdo de espironolactona forma Il para o estudo de estabilidades no tempo
0(e),més1(e), més2(e)emés3(~).
Fonte: do autor.

Estabilidade Forma solvatada

80
70
60
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40
30
20
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% de espironolactona dissolvida

0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 23 - Perfis de dissolucdo de espironolactona Forma solvatada para o estudo de estabilidades
no tempo O (e), més 1 (#), més 2 (») e més 3 ().
Fonte: do autor.
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No tempo estabelecido de 60 minutos, as capsulas contendo a forma Il liberaram
90,25% do principio ativo para o tempo 0; 88,6% para 0 més 1; 89,6% para o més 2 e 86,0%
para 0 més 3. As capsulas contendo a forma solvatada liberaram 58,4% do principio ativo
para o tempo 0; 45,8% para 0 més 1; 44,2% para 0 més 2 e 43,4% para 0 més 3. Os fatores

de diferenca e semelhanca calculados estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11 - Fatores de diferenca e semelhanca calculados para os perfis de dissolucao das capsulas
de espironolactona estudadas no ensaio de estabilidade

Amostras F1 F2
Tempo 0 x Més 3 (Forma I1) 8,48 52,71
Tempo 0 x Més 3 (Forma solvatada) 8,70 54,58

Fonte: do autor.

Os dados da Tabela 11 mostram que os perfis de dissolucdo das capsulas de
espironolactona contendo a forma Il e a forma solvatada foram estaveis e ndo influenciaram

significativamente na dissolucdo dos compostos sélidos.

A Tabela 12 contém os teores calculados a partir das capsulas utilizadas para o estudo

de estabilidade durante os tempos de estudo.

Tabela 12 - Valores de teor para espironolactona capsulas contendo a forma Il e solvatada durante
0s estudos de estabilidade

Cépsulas Tempo 0 Meés 1 Més 2 Més 3 DP*
Formulacéo Forma Il 100,20% 101,64% 98,86% 101,63% 1,33
Formulacéo Solvato 100,93% 100,92% 99,22% 101,12% 0,89

*Desvio padrédo
Fonte: do autor.
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CONCLUSAO

As conclusoes encontradas foram:

a)

b)

d)

A matéria-prima estudada foi identificada como forma Il, a qual é a forma
comercializada e a mais estavel. A partir desta, foi possivel, pelo processo de
recristalizacdo com solvente acetato de etila, obter a forma solvatada. As técnicas
como DRXP-p6, DSC e TG foram essenciais e complementares para 0 processo de
identificacdo e caracterizacdo dessas formas;

As cépsulas manipuladas para desenvolvimento do método de dissolucéo
obedeceram aos critérios estabelecidos para o controle de qualidade pela
Farmacopeia Brasileira e Farmacopeia Americana;

O ensaio de dissolucdo para espironolactona forma farmacéutica cépsulas, foi
desenvolvido e validado. As condicGes estabelecidas para dissolucdo foram: meio de
dissolucao tampao acetato de sodio 0,05 M pH 4,5, acrescido de 0,5% (m/v) de LSS
(1000 mL a 37 £ 0,5 °C), aparato cesta, velocidade de agitacdo de 100 rpm;

Os resultados da validagdo demonstraram que todos os parametros cumpriram 0s
critérios de aceitacdo. A avaliacdo dos produtos estudados mostrou que o critério de
aceitacdo de 85% (Q = 80) em 60 min pode ser considerado como satisfatorio para o
controle de qualidade de rotina da espironolactona em capsulas. Uma vez que ndo ha
monografia para espironolactona em céapsulas, este estudo ilustra a importancia da

disponibilidade de um método oficial para o ensaio de dissolucao;

Pode-se notar, também, através dos estudos de solubilidade e perfil de dissolucéo,
que a forma solvatada afeta significativamente as propriedades fisico-quimicas da

espironolactona;
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f) Os resultados encontrados mostram a importancia da avaliagdo da qualidade do
medicamento para salde do paciente, pois a ocorréncia de uma forma sélida com
propriedades diferentes pode afetar a resposta farmacoldgica.

Estudos paralelos sobre polimorfismo e avaliagdo da qualidade de medicamentos,
durante o periodo da po6s-graduacao, geraram resultados bastante positivos como:

a) Artigo publicado — SILVA L. M., MONTANARI C. M., SANTOS O. M. M.,
CAZEDEY E. C. L., ANGELO M. L., ARAUJO M. B. Quality evaluation of the
Finasteride polymorphic forms I and Il in capsules. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, v. 105, p. 24-31, 2015;

b) Mencdo Honrosa do trabalho apresentado no 6th International Symposium of
Graduate

Studies and Research (VI SINPOSPq) intitulado — “Quality and Stability Evaluation
of

Finasteride Polymorphic Forms in Capsules”dos autores MONTANARI C. M., SILVA
L. M., ARAUJO M. B, 2014;

c) Apresentacdo de trabalho no Congress and General Assembly of The International
Union of Cristallography. Montréal, Quebéc, Canada. Dos autores SILVA L. M.,
MONTANARI C. M., CAZEDEY E. C. L., ANGELO M. L., BONFILIOR,,
ARAUJO M. B, 2014;

d) Apresentagdo do trabalho — “Quality and stability evaluation of spironolactone
solid-state forms in capsules” no 10th International Congress of Pharmaceutical
Sciences (CIFARP), Ribeirédo Preto, Brasil. Dos autores MONTANARI C. M.,
SILVA L. M., ARAUJO M. B, 2015.


http://www.researchgate.net/journal/0731-7085_Journal_of_Pharmaceutical_and_Biomedical_Analysis
http://www.researchgate.net/journal/0731-7085_Journal_of_Pharmaceutical_and_Biomedical_Analysis
http://www.researchgate.net/journal/0731-7085_Journal_of_Pharmaceutical_and_Biomedical_Analysis
http://www.researchgate.net/journal/0731-7085_Journal_of_Pharmaceutical_and_Biomedical_Analysis
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