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RESUMO

A espironolactona (SPR) é um ingrediente farmacéutico ativo (IFA), com estrutura quimica
esteroidal, que possui atividade diurética sendo utilizada no controle da hipertensdo arterial e,
também, como agente antiandrogénico. Possui incompleta absorcéo oral devido a sua baixa
solubilidade que pode dificultar a sua liberacdo. O uso de solventes e diferentes processos de
cristalizacdo para a sintese de um IFA sdo fatores que conduzem a formacao de polimorfos.
No Brasil, os IFAs em sua maioria sdo provenientes de diversos paises, portanto apresentam
diferentes fabricantes e rotas sintéticas distintas e, por isso, a caracterizacdo fisico-quimica e a
identificacdo da estrutura cristalina sdo procedimentos importantes para garantir a qualidade e
eficacia do medicamento, pois distintos polimorfos podem levar a concentracfes plasmaticas
ineficazes ou toxicas. O trabalho teve por objetivo caracterizar polimorfos de SPR em IFAs
provenientes de diferentes fabricantes através das técnicas de difracdo de raios X, andlises
térmicas, infravermelho e ensaios de solubilidade em equilibrio. Os IFAs caracterizados
foram usados para fabricar comprimidos, avaliando a influéncia do polimorfismo no perfil de
dissolugéo do medicamento. Os IFAs foram identificados como SPR-L1, L2, L3, L4 e L5, o
padrdo secundario como SPR-pd 2° NCQ, o comprimido de referéncia como SPR-R, e 0s
lotes de comprimidos produzidos como Lote A (SPR-L1) e Lote B (SPR-L2). Os resultados
mostraram que os IFAs SPR-L2, L3, L4, L5 e padrdo SPR-pd 2° NCQ foram caracterizados
como forma Il enquanto o IFA SPR-L1 contém polimorfos I e 11. O ensaio de solubilidade em
equilibrio demonstrou que SPR-L1 apresenta solubilidade significativamente maior que SPR-
L2 em todos os meios avaliados (p < 0,01), a partir do teste t-Student. Ao comparar os perfis
de dissolucdo dos lotes A e B, o valor calculado para F2 foi de 19,00, demonstrando que a
dissolucdo dos lotes de comprimidos fabricados ndo foram equivalentes. Portanto, a presenca
de pequena quantidade do polimorfo I, mais soltvel, influenciou com aumento significativo
na velocidade de dissolu¢do do farmaco. Ao avaliar o mecanismo de acdo do farmaco, o
aumento na velocidade de dissolucdo poderia estar relacionado a maiores concentraces
plasmaticas de SPR e potencializar o efeito terapéutico, podendo causar hiperpotassemia e
efeitos adversos indesejaveis. Comprimidos comercializados no Brasil também foram
avaliados e a formulacdo demonstrou papel importante na velocidade de dissolucdo do

farmaco, pois estes medicamentos ndo apresentaram equivaléncia farmacéutica entre si.

Palavras-chave: Espironolactona. Polimorfismo. Solubilidade. Perfil de dissolug&o.



ABSTRACT

Spironolactone (SPR) is an active pharmaceutical ingredient (API), with steroidal chemical
structure and diuretic activity, administered for arterial hypertension treatment, and also as
antiandrogen agent. The drug shows incomplete gastrointestinal absorption due to its poor
aqueous solubility that can difficult the drug release. The use of different solvents and
crystallization processes for the synthesis of an API are factors that lead to formation of
polymorphs. In Brazil, APIs have been purchased from different manufacturers, including
different synthetic routes. Therefore, the physicochemical characterization and identification
of the crystal structure of an API are important points to ensure its quality. Different crystal
structures of a drug can lead to ineffective or toxic plasma concentrations, if different aqueous
solubility were determined. In this study, SPR polymorphs in five batches of APIs from
different manufacturers were characterized using powder X-ray diffraction, infrared
spectroscopy, thermal analysis, and equilibrium solubility measurements. Tablets were
manufactured using different APIs to assess the effect of drug polymorphism on their
dissolution profiles. The APIs were identified as SPR-L1, L2, L3, L4 and L5; the standard as
SPR-pd 2 ° NCQ, the reference drug product as SPR-R, and the batches of the manufactured
tablets are denominated as batch A (SPR-L1) and batch B (SPR-L2). The results indicated
that the APIs SPR-L2, L3, L4, L5 and standard SPR-pd 2 © NCQ were characterized as pure
form Il although SPR-L1 contains both forms | and Il. The equilibrium solubility
measurements demonstrated that SPR-L1 solubility is higher than the SPR- L2 solubility in
all aqueous media (p <0.01 using Student test). When the dissolution profiles of batches A
and B were compared, the calculated value for F2 was 19.00, demonstrating that the
dissolution of the manufactured tablets are not equivalent. Therefore, the presence of low
amounts of polymorph I, a more soluble form, increases the dissolution rate of the drug. The
increase in the dissolution rate could enhance the therapeutic effects of SPR due to changes in
drug plasma concentrations, and cause hyperkalemia, leading to the appearance of undesirable
side effects. Marketed SPR tablets in Brazil were also evaluated and formulation showed an
important role in dissolution rate of the drug, leading to lack of pharmaceutical equivalence in

these drug products.

Keywords: Spironolactone. Polymorphism. Solubility. Dissolution profile.
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo relativa a qualidade, quando associada a atividade produtiva, foi
sempre aspecto inerente ao ser humano, que busca inovar, aperfeicoar e superar limites
independentemente da atividade que exerca, a fim de atender aos anseios da sociedade
consumidora. A industria farmacéutica, por meio da tecnologia e fundamentada nas
legislacBes, busca constantemente a qualidade nos servigos prestados e nos produtos
disponibilizados aos usuarios de medicamentos (AULTON, 2005).

Os medicamentos sdo formulados por incorporacdo de excipientes aos ingredientes
farmacéuticos ativos (IFAs) através de processos de fabricacdo, sendo que a forma
farmacéutica solida, a qual envolve varias etapas de processo e tecnologias diversas, €
preferida em relacdes as formulagdes liquidas (NUNN, 2005). Os IFAs, quando apresentados
em formas farmacéuticas solidas, como exemplo os comprimidos, geralmente sdo mais
estaveis quimicamente quando comparados com as demais formas farmacéuticas cujo
processo de degradacao ocorre mais facil e rapidamente (BERNSTEIN, 2002; BYRN, 1999;
LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011; SHAN, 2008;). Alem disso, a praticidade da via oral
como forma de administracdo do medicamento é outro fator responsavel pela prevaléncia Da
forma farmacéutica no estado solido (DATTA, 2004) chegando a somar mais de 80% dos
medicamentos disponiveis para comercializacdo (BABU; NANGIA, 2011). Entretanto, apesar
de ser a forma mais utilizada, os medicamentos sélidos apresentam como um dos seus
desafios o fenébmeno do polimorfismo (LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011), que pode levar
a perdas incalculaveis para a indastria farmacéutica (BAUER et al., 2001; PRADO; ROCHA,
2015).

O polimorfismo pode ser definido como a capacidade de um composto solido
apresentar-se em duas ou mais formas cristalinas, sendo compostos pela mesma composigéo
guimica, porém com moléculas arranjadas em pelo menos dois diferentes modos no estado
cristalino (BILTON et al., 1999; VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; KARPINSKI,
2006; DESIRAJU, 2008; PUROHIT; VENUGOPALAN, 2009; ARAUJO et al., 2012;
SANTOS et al., 2014; PRADO; ROCHA, 2015).

Em Ciéncias Farmacéuticas, o polimorfismo pode impactar sobre as propriedades

farmacotécnicas e farmacocinéticas. O emprego de um polimorfo inadequado no estagio de
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formulagdo ou qualquer conversdo entre fases durante o processamento ou estocagem é
indesejavel e pode resultar em concentraces plasmaticas ineficazes ou toxicas devido as
diferencas nas taxas de absor¢do de diferentes polimorfos (BRITTAIN, 2009; SANTOS et al.,
2014). Isto destaca que a identificacdo e a caracterizacdo de diferentes formas cristalinas de
um farmaco é de extrema importancia para assegurar a sua estabilidade termodinamica e
condicBes cinéticas da dissolucdo/solubilidade, as quais sdo essenciais para garantir um
comportamento reprodutivel e a seguranca do medicamento (ZHANG et al.,, 2004,
VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT, 2001; LLINAS; GOODMAN, 2008).

A espironolactona é farmaco de baixa solubilidade e alta permeabilidade,
(TAKAHASHI et al., 2012; BCS DATABASE, 2015), pertencente a classe Il do Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) (AMIDON et al., 1995). E utilizada como diurético no
tratamento da hipertensdo arterial e, também, como agente antiandrogénico, sendo
comercializado por diversos laboratérios farmacéuticos somente na forma farmacéutica
comprimido. Registros na literatura (DIDEBERG; DUPONT, 1972; SALOLE; AL-SARRAJ,
1985; AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER, 1989; AGAFONOV et al., 1991; NEVILLE;
BECKSTEAD; COONEY, 1994; BERBENNI et al., 1999; NICOLAI et al., 2007) apontam
diferentes fases cristalinas para esse farmaco o que desperta interesse em avaliar a ocorréncia
de polimorfos em IFAs e analisar o comportamento de liberacdo do farmaco na forma
farmacéutica comprimidos. Apesar de todo conhecimento cientifico a respeito dos efeitos de
transicdo de fase em farmacos no estado sélido, a maioria das monografias de compéndios

oficiais ainda ndo constam ensaios especificos para caracterizacdo de estruturas cristalinas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Embora o fenémeno do polimorfismo em farmacos seja conhecido desde a década de
60, foi a partir do caso com o Norvir® (ritonavir), utilizado para o tratamento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV/AIDS), que a industria farmacéutica passou a dar
importancia ao fendmeno (AALTONEN et al., 2009; SANTOS et al., 2014). Durante seu
desenvolvimento apenas uma forma cristalina foi identificada. Entretanto em 1998, vérios
lotes de capsulas ndo passaram no teste de dissolucdo devido ao aparecimento de um novo
polimorfo mais estavel e menos soldvel o qual se formou durante a fabricacdo
(CHEMBURKAR, 2000; BAUER et al., 2001; LLINAS; GOODMAN, 2008; SANTOS et al.,
2014). Foi necessério retirar o medicamento Norvir® do mercado devido & incapacidade de
produzir a forma eficaz, o que levou a perdas de milhdes de dolares nas vendas apenas no ano
de 1998, aléem de gastos incalculaveis para resolver esse problema (LEE; ERDEMIR;
MYERSON, 2011; SANTOS et al., 2014).

Este fato deu visibilidade ao tema polimorfismo e despertou interesse das industrias
farmacéuticas e agéncias reguladoras em todo o mundo. Diante disso, torna-se necessario a
identificacdo e caracterizacdo de IFAs pela industria farmacéutica, avaliacdo esta que envolve
um conjunto de técnicas de caracterizacdo capazes de produzir dados suficientes para
confirmar a presenca de diferentes formas cristalinas.

Sabe-se que a reprodutibilidade dos processos farmacéuticos ndo compreende uma
tarefa facil e que qualquer falha no processo produtivo pode traduzir em risco para a satde do
paciente, levando desde a ineficacia terapéutica a toxicidade. Por isso, a importancia das
andlises de controle de qualidade em garantir a comercializacdo de medicamentos seguros

para a populagéo deve ser sempre destacada.

2.1 POLIMORFISMO — CONCEITOS E FUNDAMENTOS

O polimorfismo se constitui na habilidade de uma substancia existir no estado sélido
com, no minimo, duas estruturas cristalinas diferentes, incluindo solvatos, hidratos, sais e co-
cristais (AALTONEN et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; ATICI; KARLIGA, 2015; PRADO;
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ROCHA, 2015). Stahly (2007) estimou que 80-90% dos compostos organicos podem exibir
polimorfismo, e mais de metade dos IFAs demonstram diferentes formas sélidas. Associa-se
que essa variedade de estruturas cristalinas seja proporcional ao tempo e ao dinheiro gasto no
estudo (MCCAULEY; VARSOLONA; LEVORSE, 1993).

A estrutura cristalina caracteriza-se pelo agrupamento de aproximadamente 1020
moléculas em um arranjo regular com repeti¢do tridimensional e ordem & longo alcance
(BERNSTEIN et al., 1999; ARAUJO et al., 2012). Quando a distribuicdo das moléculas se da
de forma aleatdria, o termo utilizado é “amorfo” (ARAUJO et al., 2012).

Os compostos podem cristalizar-se com moléculas de solventes, sendo as quantidades
estequiométricas ou nao-estequiométricas (ATICI; KARLIGA, 2015). Ao incorporar 0
solvente ao reticulo cristalino, ocorre a formagdo dos solvatos, cujo termo que designa tal
fendmeno € solvatomorfismo (anteriormente denominado pseudopolimorfismo). Se o solvente
de cristalizagdo incorporado é a agua, este € denominado hidrato (FDA, 2007; EUROPEAN
PHARMAPOEIA 6th Edition, 2008).

Alguns IFAs sdo eletrdlitos fracos e formam sais. Cada sal apresenta propriedades
fisico-quimicas unicas, geralmente abrangendo uma série maior de formas soélidas. A
denominagdo “sal” ¢ atribuida quando ocorre a existéncia de cargas entre as unidades
formadoras do cristal (CHILDS; STAHLY; PARK, 2007; MARTINS, 2010). J& os “co-
cristais” sao modificacdes cristalinas em que farmacos cristalizam junto com outras espécies
moleculares que ndo estejam dissociadas (MARTINS, 2010; PRADO; ROCHA, 2015).

O termo amorfo designa um solido que ndo tem estrutura cristalina definida
(BRITTAIN, 2009), ou seja, &tomos ou moléculas estdo distribuidos sem apresentar ordem e
periodicidade (ARAUJO et al., 2012; ATICI; KARLIGA, 2015; PRADO; ROCHA, 2015).
Dois amorfos podem assumir propriedades distintas, devido a sistemas com constantes
energéticas diferentes oriundas das diversas configuracdes que as moléculas ou atomos podem
adotar (PRADO; ROCHA, 2015). A forma amorfa € a mais solGvel e apresenta menor
estabilidade (HANCOCK; PARKS, 2000; YU, 2001; CHIENG et al., 2009).

A diversidade de formas cristalinas é ocasionada pelos diferentes processos de
cristalizacdo e eventos que ocorrem durante a producdo de um medicamento (YU,
REUTZEL; STEPHENSON, 1998; LYN et al., 2011).

O polimorfismo e seus diferentes efeitos nos solidos séo explicados pela existéncia de
diferentes ligacOes intermoleculares. Moléculas de farmacos sdo geradas por &atomos
conectados por ligacGes covalentes, enquanto que os cristais desses farmacos sdo formados

por moléculas conectadas através de interagfes intermoleculares. Essas ligacOes de natureza
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ndo covalente, tais como ligagOes de hidrogénio, ligagdes de van der Waals, ligagdes n- 7 e
interacOes eletrostaticas, determinam o arranjo das moléculas em um cristal (ETTER;
MACDONALD; BERNSTEIN, 1990; DESIRAJU, 1995; PUROHIT; VENUGOPALAN,
2009).

O polimorfismo pode ainda ser classificado em polimorfismo conformacional ou “por
empacotamento”. No primeiro, as moléculas flexiveis apresentam diferentes conformagdes e,
assim, empacotam-se em diferentes arranjos. No segundo, as moléculas sdo normalmente
rigidas e empacotadas de forma diferente dentro da célula unitaria de cada polimorfo
(SARMA et al.,, 2011; PRADO; ROCHA, 2015). Entretanto, muitos casos de polimorfismo de
IFAs tém origem a partir dos dois mecanismos, exibindo os polimorfos, diferengas na
conformacdo e no empacotamento das moléculas (VIPPAGUNTA; BRITTAIN; GRANT,
2001; ARAUJO et al., 2012; PRADO; ROCHA, 2015).

2.2 EFEITO DO POLIMORFISMO EM SOLIDOS FARMACEUTICOS

A importancia do polimorfismo na &rea de ciéncias farmacéuticas se deve ao fato da
existéncia de matérias-primas, utilizadas na fabricacdo de medicamentos, que podem se
apresentar em varias formas cristalinas. As diferentes interac6es intra e intermoleculares que
ocorrem com polimorfos de um mesmo IFA podem afetar muitas propriedades fisico-
quimicas importantes (ALLES@ et al., 2008). As interacdes estabilizam conformacGes
moleculares e afetam propriedades como: morfologia da particula, densidade,
higroscopicidade, compressibilidade, dureza, fluxo do p6, granulometria, angulo de repouso,
entalpia e entropia, capacidade calorifica, temperatura de fusdo e ebulicdo, estabilidade,
solubilidade e velocidade de dissolucéo, entre outras. Estas diferencas influenciam desde o
processamento dos insumos farmacéuticos até a biodisponibilidade do farmaco (PAYGHAN
etal., 2010; LEE; ERDEMIR; MYERSON, 2011; ATICI; KARLIGA, 2015).

A possivel alteracdo na biodisponibilidade de um medicamento é considerada a
consequéncia do polimorfismo mais preocupante para a industria farmacéutica e Orgaos
regulatérios. Essa propriedade esta diretamente relacionada com a absorcdo do farmaco, e é
importante para determinar se uma concentracdo terapeuticamente eficaz do principio ativo
alcancara o seu sitio de acéo e desencadeara a atividade farmacoldgica esperada (AULTON,
2005; PRADO; ROCHA, 2015).
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A diferenca de solubilidade dos ativos farmacéuticos é a principal causa de alteracao
na biodisponibilidade de um produto farmacéutico (PISEGNA; GILSON; BUTLER, 2014).
Para os ativos que apresentam alta solubilidade, as preocupacdes sdo minimas (YU et al.,
2003), porém para os ativos com baixa solubilidade, em que a velocidade de dissolucéo é o
fator limitante para a absorcio do farmaco (LLINAS; GOODMAN, 2008), a
biodisponibilidade pode ser afetada (LANG et al., 2013). Os produtos de baixa solubilidade
sdo classificados como classe Il e 1V no sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB).
Neste sistema, os farmacos sao subdivididos em quatro categorias: classe | — farmacos de alta
solubilidade e alta permeabilidade; classe 1l — baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe
1l — alta solubilidade e baixa permeabilidade; classe IV — baixa solubilidade e baixa
permeabilidade.

Consequentemente, com a biodisponibilidade afetada, dificuldades na obtencdo de
bioequivaléncia entre formulagdes contendo diferentes polimorfos podem ser encontradas,
levando a produtos ineficazes ou com maior atividade farmacoldgica, podendo levar a reagdes
adversas intensas ou até mesmo a toxicidade. Além disso, o polimorfismo pode influenciar na
estabilidade fisica e quimica de medicamentos, devido as diferencas termodinamicas dos
polimorfos (SAIFEE et al., 2009).

Deve-se também ampliar os estudos em relacdo a estabilidade e a conversdo entre
fases polimdrficas durante a estocagem dos medicamentos em drogarias e farmacias, para que
ndo ocorram alteracGes das propriedades de estado sélido, e, portanto, a eficacia dos
medicamentos seja garantida (MARTINS, 2010). Como exemplo de transicdo, pode-se citar
um sélido amorfo, que por apresentar menor estabilidade termodindmica, dependendo das
condi¢cdes de armazenamento e umidade, pode cristalizar-se e gerar uma forma menos
soltvel, o que consequentemente prejudicaria a biodisponibilidade do farmaco (PRADO;
ROCHA, 2015).

A dificuldade ao se tratar do fenémeno do polimorfismo é que é impossivel
estabelecer uma regra universal sobre a tendéncia de comportamento, pois diferentes
interacOes intermoleculares estdo envolvidas em cada forma cristalina, e os efeitos séo Unicos
para cada substancia (PRADO; ROCHA, 2015).

Diante disso, um rigoroso controle de qualidade, envolvendo a caracterizagéo e estudo
da fase solida presente no medicamento deve ser realizado para que seja garantido o efeito
terapéutico e sejam cumpridas as exigéncias dos Orgaos regulatdrios quanto a qualidade do
produto farmacéutico (BONFILIO et al., 2012). No entanto, para a grande maioria dos ativos

farmacéuticos, a identificacdo de polimorfos ndo é um teste obrigatorio solicitado por
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compéndios oficiais. Por outro lado, em algumas monografias (UNITED 38, 2015), por
exemplo orbifloxacino, carbamazepina e ritonavir, entre outras, o polimorfismo de farmacos
ja € descrito como teste de identificacdo usando difracdo de raios X por pé (DRXP),
destacando-se a importancia das pesquisas na area e um maior comprometimento das

autoridades regulatorias.

2.3 CARACTERIZACAO DE POLIMORFOS

A possibilidade de um farmaco cristalizar-se em diferentes estruturas leva a
necessidade de uma criteriosa avaliacdo dos IFAs e produtos acabados pela industria
farmacéutica, avaliacdo esta que envolve um conjunto de técnicas de caracterizacdo que
geram dados capazes de confirmar a presenca de diferentes formas cristalinas (PRADO;
ROCHA, 2015).

Existem diversos métodos avancados para identificacdo e caracterizacdo de
polimorfos, sendo esses os cristalogréaficos, espectroscopicos, térmicos e microscopicos.
Atualmente tém-se empregado técnicas combinadas que permitem uma abordagem
multidisciplinar em uma Unica andlise, economizando tempo, amostra e custos operacionais.

A DRXP é muito utilizada na identificacdo qualitativa de fases ou de misturas de fases
e € uma das técnicas mais importantes para caracterizacdo de polimorfos (ZACCARO et al.,
2001; PRADO; ROCHA, 2015).

O metodo consiste na difracdo de raios X de um uUnico comprimento de onda pelos
planos cristalinos do material. A difracdo do material estd diretamente relacionada a distancia
que separa os planos em um cristal, obedecendo a lei de Bragg. Quando um feixe de raios X
incide sobre um cristal constituido de planos atdbmicos sucessivos este é difratado, gerando um
angulo caracteristico. Os planos de difracdo e suas respectivas distancias interplanares, sdo
caracteristicas especificas e Unicas de cada cristal, da mesma forma que o padrdo de difracdo
por ele gerado (PRADO; ROCHA, 2015).

As analises térmicas sdo técnicas em que determinadas propriedades fisico-quimicas
de uma substancia sdo monitoradas em funcdo da temperatura, sendo a amostra submetida a
uma programacao controlada de temperatura sob atmosfera especifica. As mais utilizadas para
investigacdo de polimorfismo sdo calorimetria exploratéria diferencial (CED) e a
termogravimetria (TG) (PRADO; ROCHA, 2015).
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A calorimetria exploratdria diferencial é responsavel por medir a diferenca de fluxo de
calor fornecido entre a amostra e um material de referéncia em funcdo de um programa de
aquecimento ou resfriamento (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011; PRADO; ROCHA,
2015). A técnica é capaz de fornecer dados sobre as temperaturas de fuséo e entalpia de cada
forma cristalina em materiais puros ou misturas e informagdes sobre a cinética de
transformacg6es no estado solido. Importante, também, na identificacdo de formas estaveis e
metaestaveis (PRADO; ROCHA, 2015).

A termogravimetria € utilizada para medir a variacdo da massa da amostra em funcgéo
da temperatura em uma atmosfera controlada sob um programa de aquecimento/ou tempo
(OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011). As analises sdo restritas as transicdes que
envolvam perda ou ganho de massa e sua aplicacdo é comum em estudos de processos de
dessolvatacdo e decomposicdo (BRITTAIN, 2009; PRADO; ROCHA, 2015). Importante,
também, para determinar quantitativamente compostos volateis e diferenciar solvatos e
anidros de determinada substancia (PRADO; ROCHA, 2015).

As técnicas espectroscopicas sdo sensiveis as estruturas, as conformacbes e ao
ambiente de um composto e, estudam as vibracdes moleculares fundamentais (ZACCARO et
al., 2001; PRADO; ROCHA, 2015). O espectro de um IFA se d& a partir dos grupamentos
quimicos da molécula, o qual produz bandas em regides caracteristicas. A posicdo e a
intensidade de uma banda vibracional sdo caracteristicas do movimento molecular, podendo
os polimorfos apresentar deslocamentos de bandas devido as diferentes interacdes
intermoleculares (DETOISIEN et al., 2011; PRADO; ROCHA, 2015). Consequentemente,
estes espectros sdo impressdes digitais das formas solidas, oferecendo informagdes sobre a
estrutura e conformacéo molecular do s6lido (BRITTAIN, 2009).

O desenvolvimento da espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier
(IV) fez com que esta analise fosse usada na rotina e recomendada pelas farmacopeias para
identificacdo quimica de IFAs (SONG; SOHN, 2011; OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES,
2011; PRADO; ROCHA, 2015). Quando esta técnica é acoplada ao dispositivo de reflectancia
total atenuada (RTA), agrega-se como vantagem a isencdo de preparo inicial da amostra com
pastilhas convencionais e, portanto, a identificacdo passar a ser direta, além de ndo exercer

pressédo sobre o IFA, prevenindo a transi¢cdo de fases.

2.4 AVALIACAO DE POLIMORFOS
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O polimorfismo em sélidos farmacéuticos pode alterar as propriedades fisico-quimicas
de um ativo. Quando as diferencas de solubilidade entre polimorfos sdo significantes, a
biodisponibilidade de um produto farmacéutico pode ser modificada, principalmente para
farmacos de baixa solubilidade - classes Il e IV do SCB — em que a velocidade de dissolu¢éo
é o fator limitante para a absorcdo (AMIDON et al., 1995; LLINAS; GOODMAN, 2008).
Consequentemente, isto pode dificultar a obtencdo de bioequivaléncia entre formulacGes
contendo diferentes polimorfos de um mesmo farmaco.

Esse € um dado preocupante, pois ao considerar que diferentes formas cristalinas
expressam velocidades de dissolucdo e solubilidades diferentes e, normalmente a absorcéo de
um farmaco € dependente desses dois parametros (AMIDON et al., 1995; FDA, 2007), em
casos extremos o polimorfismo pode ocasionar toxicidade ou ineficacia terapéutica.

Os principais ensaios realizados para se prever estes efeitos séo a solubilidade em
equilibrio dos IFAs e a dissolugdo em formas farmacéuticas solidas.

O termo dissolucdo compreende o processo pelo qual uma forma solida se dissolve em
um solvente, em uma dada temperatura. Ja solubilidade é a condicéo de equilibrio do processo
de dissolucdo, caracterizado pela maxima concentracdo do farmaco no meio de dissolugdo em
uma dada temperatura (AULTON, 2005).

O ensaio de solubilidade em equilibrio permite identificar qual forma cristalina é mais
soltvel e consequentemente menos estavel, e também avaliar o possivel efeito do
polimorfismo nos perfis de dissolucdo de medicamentos. FArmacos que apresentam diferentes
solubilidades em equilibrio podem apresentar distintas eficacias farmacolégicas (MARTINS,
2010).

Os testes de dissolucdo sdo comumente empregados na rotina de controle de qualidade
para orientar o desenvolvimento de novas formulacGes, monitorar variacGes lote a lote,
assegurar a manutencdo da qualidade e desempenho de um produto apoés certas mudangas,
suportar a biodisponibilidade de um novo produto e a bioequivaléncia de um candidato a
genérico ou similar (SERRA; STORPIRTIS, 2007; PASA et al., 2008). Como o polimorfismo
pode influenciar na biodisponibilidade do farmaco, este ensaio também deve ser considerado
na avaliacdo da qualidade dos medicamentos (BONFILIO et al., 2012; 2014).

A dissolucdo in vitro determina a porcentagem da quantidade de ativo liberado no
meio de dissolucdo dentro do periodo de tempo especificado nas monografias oficiais do
farmaco, utilizando-se de aparelhagem especifica (BRASIL, 2010a). Entretanto, quando se

deseja conhecer o comportamento de dois medicamentos na avaliacdo de efeitos de mudancas
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em formulagdes, em estudos de estabilidade em estudos de equivaléncia farmacéutica, sdo
utilizados os perfis de dissolucdo (SERRA; STORPIRTIS, 2007). O perfil de dissolucdo é
obtido por meio da quantificacdo de farmaco dissolvido em varias aliquotas, as quais sdo
coletadas em intervalos de tempo predefinidos (ALVES et al., 2012). A avaliacdo do perfil de
dissolugédo permite uma melhor visualizagdo das diferengas entre as formulacdes e, portanto,

também sdo adequados para estudos de influéncia de polimorfismo em comprimidos.

2.5 ESPIRONOLACTONA

A espironolactona (SPR) € designada quimicamente como 7a-tioacetil-3-0x0-17a-
pregn-4-eno-21, y-carbolactona (Figura 1). Apresenta como formula molecular C,4H3,04S,
seu peso molecular é 416,58 mg/mol, log p = 2,78 e pka = - 4,9 e 18,01. O po cristalino é de
coloracdo creme a castanho claro, praticamente insoltivel em agua, soltvel em alcool e acetato
de etila, muito soldvel em cloroféormio e benzeno, e ligeiramente solivel em metanol
(BRANDAO et al., 2008; ZHANG et al., 2014).

Ao

Figura 1 - Estrutura quimica da espironolactona
(Q24ﬂ32g4§) .
Fonte: Da autora.

O ativo foi introduzido clinicamente em 1959, é um esteroide sintético e atua como
diurético poupador de potassio sendo utilizado para tratar condi¢fes em que ha um excesso de
aldosterona no organismo. A aldosterona, horménio produzido pelas glandulas supra-renais, €
responsavel pelo equilibrio hidroeletrolitico dos individuos (GIRON, 1995; SOLIMAN et al.,
1997; ISMAIL et al., 2014; RAHUL et al., 2014). A SPR € um antagonista competitivo da
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aldosterona, portanto age excretando sodio e agua, enquanto o potassio € retido. Atua nos
receptores mineralocorticoides de aldosterona nos rins, mais precisamente no tubulo distal
(RAM et al., 2012; ISMAIL et al., 2014; ZHANG et al., 2014;).

E conhecida como o principal diurético e anti-hipertensivo utilizado no tratamento de
edema refratario associado com insuficiéncia cardiaca congestiva, ascite hepatica e
hipertensdo essencial (GIRON, 1995; SOLIMAN et al., 1997; ISMAIL et al., 2014; RAHUL
et al., 2014; PISEGNA; GILSON; BUTLER, 2014; ZHANG et al., 2014). E também utilizada
para tratar ou prevenir hipocalemia (RAHUL et al., 2014), além de exercer atividade anti-
androgénica através da competicdo aos receptores, impedindo-os de interagir com a di-
hidrotestosterona (RAM et al., 2012).

A SPR tem inicio de acdo lento, bem como a cessacdo do efeito e excre¢do prolongada
(RAM et al., 2012). Apresenta alto metabolismo de primeira passagem, efeito maximo no
terceiro dia e excrecdo entre dois a trés dias. E conhecida por apresentar polimorfismo no
estado sélido e incompleta absor¢édo via oral devido a sua baixa solubilidade em &gua, o que
pode influenciar a sua velocidade de liberacdo (AGAFONOV et al., 1991; LIEBENBERG,
2005), sendo classificada como classe Il no SCB (TAKAHASHI et al., 2012; BCS
DATABASE, 2015). Diferentes propriedades fisico-quimicas da SPR estéo relacionadas a
sua habilidade em arranjar-se em diferentes formas cristalinas devido a sua flexibilidade
molecular (SALOLE; AL-SARRAJ, 1985a; BERBENNI et al., 1999; LIEBENBERG, 2005).

O comportamento polimoérfico da SPR foi descoberto ao estudar polimorfos obtidos
por diferentes solventes de recristalizacdo a partir dos ensaios de fusdo, infravermelho (1V),
DRXP, CED por El-Dash e colaboradores em 1983 (PISEGNA; GILSON; BUTLER, 2014).
Ap0s dois anos, Salole & Al-Sarraj (1985a, 1985b) avaliaram trés polimorfos e cinco solvatos
pelos ensaios de IV, TG, CED e DRXP (NEVILLE; BECKSTEAD; COONEY, 1994).
Entretanto ndo foram indexados os padrfes de raio X por po e acredita-se que as amostras se
tratavam de misturas de fases e ndo polimorfos puros (AGAFONOV et al., 1991).

Antes disso, em 1972 na Bélgica, Dideberg e Dupont reportaram a determinacdo da
primeira estrutura cristalina de SPR intitulada como forma | (Figura 2). J& em 1989, o0s
franceses Agafonov, Legendre e Rodier, determinaram outra estrutura cristalina identificada
como forma Il (Figura 2). Ainda ha relatos na literatura da existéncia de cinco solvatos
(metanol, etanol, acetonitrilo, acetato de etilo e benzeno) de SPR (AGAFONOV et al., 1991,
NEVILLE; BECKSTEAD; COONEY, 1994; ZHANG et al., 2014).
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Figura 2 - Estruturas moleculares da espironolactona, forma I e I1.
Fonte: Da autora.

Nos dois polimorfos (forma | e Il), o nicleo esterdide (anéis A, B, C e D) é
aproximadamente planar e perpendicular ao anel E e ao grupo lateral 7a-tioacetil. Uma sutil
diferenca é percebida na conformacdo dos anéis A, D e E, 0 que produz empacotamento
molecular e habitos distintos (Figura 3) (AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER, 1989;
PISEGNA; GILSON; BUTLER, 2014). As distancias intermoleculares sdo constituidas
principalmente por ligacdes de Van der Waals (AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER, 1989;
AGAFONOV et al., 1991).

L+ ]
B

Forma 1l Forma I1

Figura 3 - Empacotamento molecular de dois polimorfos
de SPR: forma | e forma Il.
Fonte: AGAFONOV et al. (1991).
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Enquanto a estrutura macroscopica, também denominada como habito, da forma |
aponta o formato de agulhas longas, a forma Il evidencia cristais prismaticos (AGAFONOV;
LEGENDRE; RODIER, 1989). A Tabela 1 descreve as diferencas nas dimensdes da cela-
unitaria das formas | e Il que se cristalizam em uma fase ortorrombica (DIDEBERG,;
DUPONT, 1972; AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER, 1989; NEVILLE; BECKSTEAD;
COONEY, 1994; NICOLAI et al., 2007).

Tabela 1 - Pardmetros de rede da célula unitéaria de espironolactona, forma | e forma Il.

Forma | (Dideberg; Forma Il (Agafonov; Legendre;
Dupont, 1972) Rodier, 1989)
Grupo de espaco P 21212 P 21212,
alA 9,979 10,584
b/A 35,573 18,996
c/A 6,225 11,005
Volume célula unitaria/ A® 2209,8 2212,6

Fonte: Da autora.

Entre estas formas cristalinas, a forma Il é termodinamicamente mais estavel do que 0s
solvatos e a forma | e, também, é a forma amplamente comercializada de SPR (NICOLAI et
al., 2007; ZHANG et al., 2014). O volume da célula unitéria da forma | é ligeiramente menor
que a da Forma Il e ao imprimir alta pressdo a partir da analise de espectroscopia de Raman,
Pisegna, Gilson e Butler (2014), verificaram que ambas sofrem transicdo estrutural. Na
auséncia de espectroscopia de Raman de alta presséo acoplada a um difratdbmetro de raio X
por po, ndo foi possivel concluir em qual forma cristalina ambos os polimorfos se
transformaram (PISEGNA; GILSON; BUTLER, 2014).

Embora haja relatos na literatura de ocorréncia de diferentes formas cristalinas para a
SPR e apesar de ser um farmaco relativamente antigo no mercado, ndo ha estudos sobre a
influéncia na qualidade fisico-quimica de formas farmacéuticas para comercializagdo com

presenca de polimorfos.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho estdo apresentados abaixo.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a ocorréncia de polimorfismo em matérias-primas e verificar a qualidade

fisico-quimica de comprimidos produzidos contendo formas cristalinas de espironolactona.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

f)

O objetivo geral do trabalho foi subdividido em etapas:

Investigar e caracterizar polimorfos em diferentes lotes de matérias-primas (IFAs) de
espironolactona pela técnica de difracdo de raio X por p6;

Selecionar matérias-primas que apresentam diferentes formas cristalinas e caracteriza-
las pelas técnicas de espectroscopia infravermelho por reflectancia total atenuada e
analises térmicas utilizando calorimetria exploratdria diferencial e termogravimetria;
Avaliar a influéncia da presenca de diferentes formas cristalinas na qualidade fisico-
quimica dos IFAs, através de ensaios de solubilidade em equilibrio pelo método
shake-flask;

Produzir a forma farmacéutica comprimido com IFAs que contém polimorfos
utilizando a técnica de compressao direta;

Avaliar o impacto dos polimorfos na forma farmacéutica de comprimidos fabricada
através de estudos de perfis de dissolucéo;

Realizar estudos de perfil de dissolu¢do com medicamentos comercializados no
mercado brasileiro por diferentes laboratorios, na forma farmacéutica comprimido

incluindo referéncia, genérico e similar.
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4. MATERIAL E METODOS

Os materias e métodos utilizados estdo descritos nos itens 4.1, 4.2 ¢ 4.3.

4.1 AMOSTRAS E REAGENTES

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico cromatogréafico e
espectrofotométrico, disponibilizados pelo Nucleo de Controle de Qualidade da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Alfenas-MG (NCQ/FCF-UNIFAL-MG).

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada foi padrdo secundario validado
(SPR-pd 2° NCQ) com teor de 102,4% (Galena® data de validade: 10/2018) e o medicamento
referéncia Aldactone® 50 mg (Pfizer™/data de validade: 08/2017), identificado por SPR-R
(SPR referente a espironolactona, e R referente a medicamento referéncia).

Foram selecionados cinco lotes de IFAs de SPR provenientes de diferentes origens a
partir de dois critérios de selecdo: 1) data de validade e 2) quantidade disponibilizada. Os
IFAs foram identificados como SPR-L1 a L5, sendo que as informacdes sobre os lotes estdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Informacdes sobre IFAs de espironolactona utilizados no estudo.

IFA Cdbdigo do Fornecedor/  Validade (MM/AAAA)  Teor (%)
Pais de Origem
SPR-L1 F1/China 11/2016 99,9
SPR-L2 F2 / China 11/2017 99,3
SPR-L3 F3/ india 10/2018 99,2
SPR-L4 F3/ India 05/2017 98,9
SPR-L5 F4 / China 06/2014 100,0

Fonte: Da autora.
Nota: F: Fornecedor; L: Lote; MM/AAAA: Més/Ano; SPR: Espironolactona.

Comprimidos de espironolactona comercializados no mercado brasileiro, oriundos de
diferentes laboratérios, foram avaliados. Dos comprimidos classificados como genérico
avaliaram-se trés lotes, identificados como SPR-G1, SPR-G2 e SPR-G3 e um lote de
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comprimido classificado como similar, identificado como SPR-S. As informagGes sobre 0s
comprimidos avaliados estéo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Informagdes sobre comprimidos comercializados utilizados no estudo.

Comprimido Cddigo do Fabricante / Validade Dosagem
Estado de Origem (MM.AAAA) declarada (mg)
SPR-G1 IF1/SP 05/2017 50
SPR-G2 IF2 / SP 09/2016 50
SPR-G3 IF3/SP 02/2017 50
SPR-S IF2 / SP 07/2017 50
SPR-R IF4 | SP 08/2017 50

Fonte: Da autora.
Nota: G: Medicamento genérico; IF: Industria Farmacéutica; MM/AAAA: Més/Ano;
R: Medicamento Referéncia; SP: Sdo Paulo; S: Medicamento Similar; SPR: Espironolactona.

4.2 EQUIPAMENTOS

e Aparelho de ultrassom — Unique®, modelo USC 2800A (Sé&o Paulo, Brasil).

e Balanca analitica — Marte®, modelo AY 220 (S&o Paulo, Brasil).

e Balanca analitica — Acculab®, modelo ALC 210.4 (S&o Paulo, Brasil).

e Balanca de topo — Acculab®, modelo VIC 303 (S&o Paulo, Brasil).

e Calorimetro — SI1 Nano Technology®, modelo EXSTAR DSC 7020 (T6kio, Japo).

e Coluna C18 — Agilent Technology®, 150 mm x 4,6 mm x 5 um (Santa Clara, Estados
Unidos da América).

e Compressora rotativa — Lemaq®, modelo LMO08B (S&o Paulo, Brasil).

e Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia — Shimadzu®, série LC-10A (Quioto, Japdo);
acoplado ao detector ultravioleta — Shimadzu®, SPD-10AVP (Quioto, Jap&o).

« Difratdmetro de raio X por p6 — Rigaku®, modelo Ultima IV (Tékio, Japao).

e Dissolutor — Electrolab®, modelo TDL-08 L (n=8) (Maharashtra, India).

e Durdmetro automatico de bancada autdnomo — Nova Etica® modelo 298 ATTS (S&o
Paulo, Brasil).

e Espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier — Shimadzu®, modelo



31

Affinity-1 (Tokio, Japdo); acoplado ao acessério de amostragem por reflectancia total
atenuada — Pike Miracle® (Wisconsin, Estados Unidos da América).

e Espectrofotdmetro UV/Vis — Shimadzu®, modelo UV-1800 PC (Quioto, Japao).

e Filtros de PTFE hidrofilicos — Advantec®, 13 mm x 0,50 um (Califérnia, Estados Unidos
da América).

e Mesa agitadora — Solab®, modelo SL 180 DT (S&o Paulo, Brasil).

e pHmetro — Marconi®, modelo PA 200 (S&o Paulo, Brasil).

e Sistema de purificacdo de agua — Millipore®, modelo Direct-Q 5 (S&o Paulo, Brasil);
acoplado a sistema purificador de agua — Gehaka®, modelo osmose reversa 10 LTH (S&o
Paulo, Brasil).

e Termobalanca — Sl Nano Technology®, modelo EXSTAR TG/DTA-7300 (Tékio, Jap&o).

4.3 CARACTERIZACAO DOS IFAS

Para caracterizacdo dos IFAs foram utilizadas as técnicas de difracdo de raio X por pd,
analises térmicas (calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria) e espectroscopia

na regido do infravermelho acoplada ao dispositivo de reflectancia total atenuada.

4.3.1 Analises por difragdo de raio X por po (DRXP)

As amostras de IFAs foram colocadas individualmente sobre lamina de vidro e
inserida no suporte de amostra do difratdmetro de raio X por pé (Rigaku®), modelo Ultima IV.
As andlises foram realizadas nas seguintes condic¢des: radiagdo monocromatica por filtro de
Cu (Ko Cu, | = 1,54187 A); varreduras no intervalo de 5 a 40° 20, a temperatura ambiente,
com passo 6tico de 0,02° em 26, corrente de 30 mA, tensdo de 40 kV, velocidade de varredura
de 1° 20.min™. As analises foram realizadas visando obter dados para identificacéo e triagem

dos ativos farmacéuticos quanto a presenca de polimorfos entre as amostras.
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4.3.2 Andlises Térmicas

As curvas termoanaliticas de CED foram obtidas pesando-se cerca de 5,0 — 7,0 mg dos
IFAs de SPR em cadinhos de aluminio e colocado sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50
mL.min™") com razdes de aquecimento de 5, 10, 15 e 20 °C.min™ a uma faixa de variacio de
temperatura de 30 a 240 °C. O instrumento foi calibrado com um padréo de indium.

As medidas de TG foram realizadas pesando-se cerca de 5,0 — 7,0 mg de amostra em
cadinho de aluminio aberto, colocada sob atmosfera de nitrogénio (50 mL.min™) com fluxo de
calor de 10 °C.min™ na faixa de aquecimento de 40 a 400 °C. O equipamento foi calibrado
com um padrdo de indium para a temperatura e um peso de calibracdo de alumina para a
massa.

As amostras foram analisadas em Calorimetro (SII Nano Technology®), modelo
EXSTAR X-DSC7020 e Termobalanca (SII Nano Technology®) modelo EXSTAR TG/DTA-
7300.

4.3.3 Analises por Espectroscopia de Absorc¢ao na regido do infravermelho acoplada ao
dispositivo de reflectancia total atenuada (1V-RTA)

As amostras na forma de p6, foram analisadas em infravermelho (Shimadzu®) modelo
Affinity-1, e os dados foram coletados a temperatura ambiente, na regido entre 4000 - 600
cm™. As especificacdes das medidas sdo: modo transmitancia, nimero de scans de 32 e
resolucdo de 4,0 cm™.

4.4 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS IFAS E COMPRIMIDOS

Os ensaios realizados seguiram as especificagdes descritas nas monografias de
espironolactona, matéria-prima e comprimidos, da Farmacopeia Americana 38 edicdo

(UNITED 38, 2015). De acordo com as monografias do farmaco, a maioria dos ensaios é
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quantificada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), enquanto que apenas o
ensaio de dissolugédo por espectrofotdmetro no ultravioleta (UV).

Os parametros cromatograficos recomendados pela Farmacopeia Americana 382 edi¢édo
(UNITED 38, 2015) para andlise de teor dos IFAs e uniformidade dos comprimidos de
espironolactona foram: coluna C18 (150 x 4,6 mm x 5 um), temperatura do forno: 25 °C, fase
mével composta por metanol:agua ultrapura (6:4, v/v), fluxo da fase mével: 1 mL.min™,
volume de injecdo: 20 pL, detectores: UV e DAD = 230 nm.

A quantificacdo da espironolactona nas amostras do ensaio de perfil de dissolucao foi

realizada por espectrofotometria no ultravioleta a =242 nm (UNITED 38, 2015).

4.4.1 Avaliacéo dos IFAs

Os ensaios considerados importantes para avaliar a influéncia do polimorfismo em

IFAs foram a determinacéo do teor e a solubilidade em equilibrio.

4.41.1 Teor

As amostras de cada lote dos IFAs para o ensaio de teor foram preparadas em solugédo
de acetonitrila:agua ultrapura (1:1, v/v) na concentracio de 40 pg.mL™. O teor de cada IFA
foi obtido por CLAE a partir da comparacdo das areas das amostras (n=5), com as areas
obtidas pela injecdo de solucdo de padrdo secundario de espironolactona na mesma

concentragéo (n=3).

4.4.1.2 Estudos de solubilidade

Os testes de solubilidade foram realizados pelo método do equilibrio, empregando-se a

técnica de agitacdo em frasco (shake-flask) em mesa agitadora.
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Adicionou-se cada IFA em recipientes com 5 mL dos meios aquosos selecionados (n=3)
até observar a saturagdo da solugcdo com formacdo de corpo de fundo. Apds, as réplicas de
cada meio foram agitadas a 150 rpm sob temperatura ambiente por 48 horas. A suspensdo
obtida foi filtrada com o auxilio de filtros de PTFE hidrofilicos. As amostras foram diluidas
1:1 em fase mével e injetadas em CLAE para quantificacéo.

Os meios selecionados foram &gua ultrapura; acido cloridrico (HCI) 0,01M; &cido
cloridrico 0,1M; &cido cloridrico 0,2M com 0,1% lauril sulfato de sodio (LSS); tampao citrato
de sodio (TC) 0,1M pH=3,0; tampé&o acetato de sodio (TA) 0,1M pH=4,5; tampdo fosfato de
potéssio (TF) 0,1M pH=6,2; tampao fosfato de potassio 0,1M pH=7,2. Todos esses meios
foram preparados de acordo com a Farmacopeia Americana 382 Edicdo (UNITED 38, 2015) e
os valores de pH atenderam a faixa de pH fisiolégica. O meio composto por HCI 0,1M com
0,1% LSS foi adicionado ao estudo pois este é 0 meio descrito na Farmacopeia Americana 382
Edicdo (UNITED 38, 2015) como meio de dissolugdo de comprimidos.

As solubilidades dos IFAs, em cada meio, foram estatisticamente comparadas utilizando o

teste t-Student. Valores de p < 0,01 foram considerados estatisticamente significativos.

4.4.2 Avaliacdo dos comprimidos produzidos

Os ensaios considerados importantes para avaliar a qualidade dos comprimidos
produzidos e a influéncia de polimorfos presentes nos comprimidos foram: determinacgdo do

peso médio, dureza, uniformidade do contetdo e perfil de dissolucéo.

4.4.2.1 Preparo da forma farmacéutica comprimido

Foram preparados dois lotes de comprimidos (A e B). O lote A foi preparado a partir
do IFA (SPR-L1) que foi identificado contendo contaminacdo da forma | (minoritario) na
forma Il (majoritario) de SPR. O lote B foi preparado com IFA (SPR-L2) identificado apenas
como a forma Il de SPR.

Os lotes foram fabricados utilizando a técnica por compressdo direta, na mesma

dosagem e dureza aproximada dos comprimidos do medicamento de referéncia Aldactone® 50
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mg. A producédo foi embasada na composic¢ao qualitativa dos excipientes descritos na bula do
medicamento referéncia. A quantidade utilizada de cada excipiente foi calculada baseando-se
em um valor médio do intervalo estipulado de acordo com a literatura (AULTON, 2005). Os
excipientes utilizados na preparacdo da forma farmacéutica comprimido estdo representados

na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores percentuais de excipientes utilizados no preparo dos comprimidos de 50 mg dos
IFAs de SPR, por compressao direta.

Excipientes Teor
Amido 6,5%
Celulose microcristalina 77,0%
Dioxido de silicio (Aerosil) 0,5%
Estearato de magnésio 1,0%
Lactose monohidratada 15%

Fonte: Da autora.

No preparo da formulacdo, quantidades de SPR-L1 e SPR-L2 proporcionais a trinta
comprimidos de cada IFA foram adicionados a quantidades exatas do mesmo placebo,
misturados e separados em porcdes referentes ao peso de um unico comprimido (409 mg)
para compressao individual na maquina rotativa de puncdo de 10 mm. A pressdo da maquina
compressora foi ajustada para dureza mais proxima possivel do comprimido referéncia
Aldactone® 50mg.

Alguns comprimidos contendo somente o placebo foram também preparados para
posterior comparacdo e eliminagdo de possiveis interferéncias no teste de dissolucéo.

4.4.2.2 Determinagdo de peso médio

Pesou-se, individualmente, em balanga analitica (Marte®) modelo AY 220, vinte
comprimidos e calculados o peso médio. De acordo com a especificacdo, para comprimidos
ndo revestido com peso superior a 250 mg, ndo mais que duas unidades poderiam estar fora
do limite de 5% em relacdo ao peso médio, e nenhuma podera estar acima ou abaixo de 10%
(BRASIL, 2010a).
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4.4.2.3 Determinacdo da dureza

O teste de dureza € considerado oficial e determina a resisténcia do comprimido ao
esmagamento ou a ruptura sob pressao radial. A dureza de um comprimido é proporcional a
forca de compressdo e inversamente proporcional a sua porosidade (BRASIL, 2010a).

Para verificacdo da dureza, utilizou-se o durdmetro de bancada autdnomo (Nova
Etica®), modelo 298 ATTS. A determinacdo foi realizada com 5 comprimidos dos lotes
produzidos (A e B) e 10 comprimidos do medicamento referéncia, e o resultado expresso em
média (kgf) dos valores obtidos nas determinagdes. De acordo com a Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010a) este resultado é apenas informativo.

4.4.2.4 Determinacdo da uniformidade de doses unitarias

Foi realizada a quantificagdo de 5 comprimidos individuais dos lotes A e B com a
finalidade de avaliar a homogeneidade de ativo entre as unidades fabricadas. O preparo da
amostra foi realizado de acordo com o descrito na monografia de comprimidos de
espironolactona da Farmacopeia Americana (UNITED 38, 2015). O ensaio consiste nas
seguintes etapas:

a)  Acondicionar cada comprimido em baldo volumétrico adequado (100 mL) e

adicionar quantidade suficiente de diluente (solucdo de acetonitrila: agua
ultrapura 1:1, v/v).

b)  Agitar e levar para banho de Ultrassom por 30 minutos.

c)  Completar o volume com diluente e homogeneizar.

d)  Filtrar a solucdo (50 pg.mL™) com filtro adequado, retirar aliquota e quantificar

por CLAE.

Para célculo do teor de SPR nos comprimidos produzidos, solucdo referéncia de
padréo secundario (50 pg.mL™) foi preparada seguindo as mesmas condicdes. Os resultados

foram expressos em % teor e DPR.



37

4.4.2.5 Ensaio de perfil de dissolucdo

Os dois lotes de comprimidos (lote A e lote B) preparados de acordo com o item
4.4.2.1 foram submetidos ao perfil de dissolugdo partindo das condigdes preconizadas pela
monografia de comprimidos de espironolactona da Farmacopéia Americana (UNITED 38,
2015). As condicdes utilizadas foram: meio de dissolu¢do: 1000 mL HCI 0,1M com 0,1%
lauril sulfato de sodio; aparato de agitacdo: pa; velocidade de agitacdo: 75 rpm. Aliquotou-se
10 mL do meio de dissolugdo (temperatura controlada: 37 + 0,5 °C) ap6s 5, 10, 15, 30, 45, 60
e 90 min, seguido de substituicdo imediata do volume retirado. Estes intervalos de tempos
foram utilizados, pois a partir deles foi possivel obter a curva de dissolucdo. As aliquotas
foram filtradas em papel de filtro quantitativo, diluidas 1:1 em meio de dissolucdo e
analisadas pelo método espectrofotométrico no UV (A=242 nm).

Para cada lote produzido, seis amostras foram ensaiadas. A quantificacdo foi possivel
a partir da determinacdo da absorvancia média obtida pela solucdo padrdo de SPR na
concentragdo de 25 pg.mL™ (n=5) diluida no meio de dissoluc&o. Segundo a monografia do
farmaco, em 60 minutos ndo menos que 75% do farmaco deveriam estar dissolvidos no meio
(UNITED 38, 2015).

Os resultados dos perfis foram avaliados pelo Método Modelo Independente Simples,
calculando-se o fator de semelhanca (F2) entre as curvas dos perfis através da equacdo

seguinte:

f2=>50xlog

n -0.5
1 -
1+ (3) Z(m_ny]
T
t=1

sendo que, n = namero de tempos de coleta considerados para fins de calculo;
Rt =valor de porcentagem dissolvida em cada ponto de tempo t, obtido com o
lote de referéncia;

Tt =valor de porcentagem dissolvida do lote teste em cada ponto de tempo t.

A semelhanca ou equivaléncia de dois perfis é observada quando os valores de F2 se
apresentarem entre 50 e 100 (BRASIL, 2010a; FDA, 2014).
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4.4.3 Avaliagéo dos comprimidos comercializados

Comprimidos comercializados no mercado brasileiro foram avaliados em relacdo ao

perfil de dissolucéo para verificar a equivaléncia terapéutica entre eles.

4.4.3.1 Ensaio de perfil de dissolucéo

Obteve-se os perfis de dissolucdo, conforme procedimento descrito no item 4.4.2.5, de
um lote de cada laboratério farmacéutico que produz comprimidos de SPR 50 mg disponiveis
no mercado farmacéutico brasileiro. Dos comprimidos classificados como genérico
avaliaram-se trés lotes (SPR-G1, SPR-G2 e SPR-G3) e um lote de comprimido classificado
como similar (SPR-S1), além do comprimido referéncia Aldactone® (SPR-R).

Para cada lote avaliado, seis amostras foram ensaiadas. A quantificagdo foi possivel a
partir da determinacdo da absorvancia meédia obtida pela solugdo padrdo de SPR na
concentragdo de 25 pug.mL™ (n=5) diluida no meio de dissoluc&o. Segundo a monografia do
farmaco, em 60 minutos ndo menos que 75% do farmaco deveriam estar dissolvidos no meio
(UNITED 38, 2015).

A eficiéncia de dissolucdo (EDo-g09) foi calculada a partir do perfil de dissolucéo de
cada medicamento comercial avaliado, conforme descrito por Anderson et al. (1998). Para
isso, a porcentagem de area sob a curva do tempo zero até 90 minutos foi calculada a partir de
cada perfil de dissolucéo.

Os resultados de EDg.g00, foram avaliados estatisticamente usando analise de variancia
seguida de teste Tukey para comparacdo de médias. O nivel de significancia utilizado foi de

a=1%. Valores de p < 0,01 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS IFAS

5.1.1 Analises por difracdo de raio X por pé (DRXP)

A partir da técnica de DRXP é possivel identificar formas cristalinas presentes nos IFAs,
pois diferentes empacotamentos do cristal resultam em modificagbes no arranjo e repeticao
deste. Consequentemente, diferentes formas solidas em IFAs resultam em padrdes de difracdo
distintos (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2001; BONFILIO et al., 2014).

Para identificacdo de formas cristalinas presentes em IFAs de SPR, os difratogramas
experimentais das matérias-primas (IFA-L1 a L5) e SQR (SPR-pd2° NCQ) foram comparadas
com os dados de difracdo das estruturas depositadas no Banco de Dados de Estruturas
Cristalinas de Cambridge (Cambridge Structural Database — CSD) para forma |
(DIDEBERG; DUPONT, 1972) e forma Il (AGAFONOV; LEGENDRE; RODIER, 1989) de

SPR, conforme apresentado na Figura 4.
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Figura 4 - Difratogramas de IFAs (SPR-L1 a L5) e SQR (SPR-pd2° NCQ) de SPR
em comparacgdo com difratogramas da forma I e forma Il simulados de SPR.
Fonte: Da autora.
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Ao estudar os difratogramas das amostras, o polimorfo identificado na SPR- pd2°

NCQ e nos IFAs SPR-L2, SPR-L3, SPR-L4 ¢ SPR-L5 foi a forma II conforme demonstrado

na Figura 5. Esse resultado era esperado, pois esta

utilizada pelas industrias farmacéuticas (NICOLALI et

forma ¢ a mais estdvel e amplamente

al., 2007; ZHANG et al., 2014).
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Figura 5 - Difratogramas de SPR-L2, SPR-L3, SPR-L4, SPR-L5 e SPR-pd2° NCQ em

comparagdo com o padrao de difracdo simulado da forma Il de SPR.

Fonte: Da autora.

Ao analisar criteriosamente o difratograma do

IFA SPR-L1 pode-se observar na Figura

6, picos correspondentes a forma Il e alguns picos (destacados pelas setas) caracteristicos da

forma I.
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Figura 6 - Difratograma de SPR-L1 em compara¢do com o padréo de difracdo
simulado das formas | e 1l de SPR.
Fonte: Da autora.

Intensidade normalizada

Os picos destacados sdo correspondentes a forma | como 10,1; 13,2; 14,6 e 15,2 °26; 0
que caracteriza esse lote como mistura de fases sélidas ou mais precisamente como
contaminacdo da forma | (minoritario) na forma Il (maioritario) de SPR (Figura 6).
Liebenberg e colaboradores (2003) estudaram cinco amostras de matérias-primas de SPR
através da técnica de DRXP com variacdo de temperatura. Os autores também caracterizaram
um dos lotes como mistura das formas | e Il e utilizaram 0os mesmos picos de Bragg para
justificar a presenca da forma 1.

Esses resultados evidenciam que matérias-primas de espironolactona provenientes de
diferentes fabricantes podem conter composic¢des polimdrficas distintas. Esse fenémeno pode
ter impacto direto na eficacia dos produtos formulados. Por isso foram selecionados os IFAs
SPR-L1 (contaminacdo da forma | na forma Il) e SPR-L2 (apenas forma Il) para dar
continuidade aos testes, com o objetivo de avaliar o impacto da contaminagédo da forma Il pela
forma I, comparando os perfis de dissolugdo de comprimidos produzidos com o0s IFAS
selecionados. Os dois lotes de IFAs foram tamisados cuidadosamente, selecionou-se a por¢édo
de maior rendimento (particulas maiores que 60 mesh — 250 mm/pm — e menores que 48
mesh — 300 mm/um) para dar continuidade aos testes, ap0os verificacdo que as formas | e Il
mantiveram no IFA SPR-L1.
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5.1.2 Andlises térmicas

Os experimentos de TG e CED foram realizados a fim de caracterizar, identificar
mistura de formas cristalinas na mesma amostra e verificar a estabilidade térmica e
decomposicédo das amostras.

Na caracterizacdo por analise térmica da SPR-pd 2° NCQ (Figura 7) a fusdo ocorreu
em 209,1 °C (Tonset = 203,0 °C), temperatura proxima das descritas por Espeau e
colaboradores (ESPEAU et al., 2007) e Agafonov e colaboradores (AGAFONOQV et al.,
1991), com fusdo em 209 °C e 210 °C respectivamente, confirmando esta SQR como forma

‘ I I I I I

| L 100
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50 " 100 150 200 250 300
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Figura 7 - Curva termoanalitica por CED e TG da SQR (SPR-pd2° NCQ) de SPR. Razéo
de aquecimento: 10 °C.min™ (40 a 300 °C).
Fonte: Da autora.

Comparando as curvas termoanaliticas dos IFAs, uma pequena diferenca na
temperatura de fusdo das amostras foi verificada (Figura 8). As analises de calorimetria
exploratéria diferencial foram realizadas em triplicata e o desvio padrdo relativo (DPR) foi
calculado. O SPR-L2 composto por apenas uma forma cristalina teve seu ponto médio de
fusdo em 209,2 °C (m= 5,63 mg / DPR: 0,09% / Tonset: 202,7 °C / AHfus&o = 45,2 mJ.mg™),
enquanto que a temperatura média de fusdo do SPR-L1 foi de 207,0 °C (m= 5,62 mg / DPR:
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0,05% / Tonset: 197,3 °C / AHfusdo = 43,6 mJ.mg™). Pequenas diferencas de temperatura de
fusdo entre matérias-primas de SPR também foram encontradas por Liebenberg e
colaboradores (LIEBENBERG et al., 2003). Neste estudo, foram caracterizados dois lotes de
matérias-primas contendo mistura das formas | e Il com fusdo em 204 °C e matérias-primas

contendo apenas forma Il com fusdo entre 205 — 206 °C.
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Figura 8 - Curva termoanalitica por CED dos IFAs SPR-L1 e SPR-L2 de SPR.
Razdo de aquecimento: 10 °C.min™ (100 a 230 °C).
Fonte: Da autora.

A justificativa do IFA SPR-L1 apresentar menor temperatura de fusdo e menor AH
fusdo, é pelo fato deste IFA ser composto por pequena quantidade da forma | que é
termodinamicamente menos estavel (AGAFONOV et al., 1991; LIEBENBERG et al., 2003,
ESPEAU et al., 2007).

De acordo com Agafonov e colaboradores (AGAFONOV et al., 1991) a forma | de
SPR funde em 205 °C e a forma Il em 210 °C, sendo a ultima termodinamicamente mais
estavel (AGAFONOV et al., 1991; LIEBENBERG et al., 2003, ESPEAU et al., 2007). A
partir dessas informacdes, foram realizadas analises por calorimetria exploratéria diferencial
do SPR-L1 modificando as raz0es de aquecimento (n=3), a fim de observar eventos de fusao

correspondentes a cada forma cristalina (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas termoanaliticas por CED do SPR-L1 a partir de diferentes razdes
de aquecimento (5, 10, 15 e 20 °C.min™).
Fonte: Da autora.

Como demonstrado na Figura 9, é possivel concluir que eventos distintos de fusdo
para as formas | e 1l ndo foram observados nestas condigdes de estudo, corroborando com
Liebenberg e colaboradores (LIEBENBERG et al., 2003) ao estudarem por calorimetria
exploratéria diferencial matérias-primas contendo mistura de polimorfos. Isso pode ser
justificado devido a proximidade entre os pontos de fusdo das formas cristalinas.

Ao avaliar as curvas termoanaliticas (Figura 10), verifica-se que os IFAs tém
decomposicdo acentuada a partir de 250 °C, concordando com trabalho de Agafonov e

colaboradores (AGAFONOV et al., 1991).
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Figura 10 - Curvas termoanaliticas por TG de SPR-L1 e SPR-L2 obtidas a partir
de razdo de aquecimento de 10 °C.min™.
Fonte: Da autora.

5.1.3 Analises por espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho por
reflectancia total atenuada (IV-RTA)

A técnica de infravermelho por reflectancia total atenuada foi realizada com a
finalidade de comparar os espectros dos IFAs e identificar distintos modos vibracionais da
forma | e Il no SPR-L1. Os espectros obtidos ap6s analise em triplicata da SQR (SPR-pd2°
NCQ) e dos IFAs (SPR-L1 e SPR-L2) estdo exibidos na Figura 11. A sobreposicdo dos picos
e a ocorréncia dos estiramentos em 1689 cm™ referente ao grupamento tio-acetil, 1766 cm™
referente & y-lactona, 1668 cm™ referente & ligacdo C=0O esteroidal e estiramentos em 1615
cm™ corresponde & ligacdo C=C esteroidal, fornecem a identificacdo da forma Il de SPR
segundo trabalho publicado por Berbenni e colaboradores (BERBENNI et al., 1999).
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Figura 11 — Espectros de absorcao na regido do IV-RTA para SPR em SQR e IFAs.
Fonte: Da autora.

Ao comparar criteriosamente 0s estiramentos vibracionais das amostras, néo foi
possivel discriminar diferencas entre elas. Isso pode ser relacionado ao fato das formas | e 11
apresentarem pequenas diferencas na conformacao, as quais ndo poderiam ser evidenciadas
por infravermelho. Berbenni e colaboradores (1999) estudaram quatro solvatos de SPR e
verificaram apenas dois tipos distintos de comportamento vibracional alegando assim, a
dificuldade desta técnica em diferenciar polimorfos de SPR. Em suma, ao estudar IFAs com

mistura de polimorfos de SPR, a diferenciacdo por essa técnica torna-se improvavel.

5.2 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS IFAS E COMPRIMIDOS

5.2.1 Avaliacéo dos IFAs

5.2.1.1 Teor
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De acordo com a Farmacopeia Americana (UNITED 38, 2015) o intervalo
especificado para o teor de SPR na monografia do ativo é de 97,0 — 103,0% para ser
aprovado. A solucdo referéncia de SPR-pd2° NCQ (102,4% de teor) foi realizada em triplicata
(40 pug.mL™), enquanto que os IFAs SPR-L1 e SPR-L2 em quintuplicata (40 pug.mL™) e
injetados em cromatografo a liquido de alta presséo.

Os resultados estdo expressos em média de teor (%) e DPR, conforme apresentado na
Tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios de percentagem de teor dos IFAs, calculados a partir do teor da solugédo
referéncia de padréo secundario (40 pg.mL™).

Amostras Média teor (%) DPR
SPR-L1 (n=5) 99,90 0,43
SPR-L2 (n =5) 99,26 0,89

Fonte: Da autora.

De acordo com a Tabela 5, os percentuais de teor dos IFAs selecionados para
producdo dos comprimidos apresentaram resultados dentro das especificacdes, indicando

elevada pureza e aprovagéo no ensaio.

5.2.1.2 Estudos de solubilidade

Para determinar a solubilidade dos IFAs de SPR com base na concentracdo obtida em
cada meio estudado, uma curva de calibracdo com seis pontos de concentracdo (10, 20, 40,
60, 80, 100 pg.mL™) foi construida utilizando solugdo referéncia de SPR-pd2° NCQ em
acetonitrila:dgua ultrapura (1:1, v/v). A partir das medias de area em cada concentracdo da
curva, obteve-se a equagdo da reta: y = 46719x + 9188,3 (R? =0,9995), a qual foi utilizada

para quantificar a solubilidade do farmaco (Figura 12).
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Figura 12 - Grafico comparativo da solubilidade dos IFAs de SPR nos meios aquosos

testados.
Fonte: Da autora.

48

Como demonstrado na Figura 12, a solubilidade do IFA SPR-L1 (contaminacdo de

fases cristalinas) é maior em todos os meios estudados. Esta observagdo foi estatisticamente

confirmada pelo teste t-Student (p < 0,01) em todos os meios. A Tabela 6 traz os valores de

solubilidade (pg.mL™) e desvio padrdo relativo dos IFAs SPR-L1 e SPR-L2 nos meios

fisioldgicos testados.

Tabela 6 - Valores de solubilidade (ug.mL™) e desvio padrdo (DP) dos IFAs nos meios aquosos

testados.

Meio SPR-L1 SPR-L2
(ug.mL™) DP (ug.mL™) DP
Agua ultrapura 38,87 0,97 30,36 0,41
HCI 0,01M 40,66 2,02 36,47 7,92
HCI 0,1 M 40,05 0,96 33,99 1,12
HCI 0,1 M com 0,1% LSS 150,74 3,78 101,10 5,20
Tampao citrato de sodio pH = 3,0 38,51 0,43 32,32 0,64
Tampao acetato de sodio pH = 4,5 39,38 1,57 30,29 0,36
Tampdo fosfato de potassio pH = 6,2 36,21 0,23 28,58 0,49
Tampao fosfato de potassio pH = 7,2 33,24 1,44 28,71 0,34

Fonte: Da autora.
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Conforme dados descritos na Tabela 6 e na Figura 12, os IFAs foram cerca de 3 a 4
vezes mais sollveis no meio composto por HCI 0,1M com 0,1% de LSS do que os demais
meios, sendo esse meio preconizado pela Farmacopeia Americana (UNITED 38, 2015) para o
ensaio de dissolucdo de comprimidos. Esse aumento na solubilidade é devido a inclusdo de
LSS, o qual é um surfactante aniénico que melhora a solubilidade de ativos pouco soltveis
em &gua devido a formacdo de uma solucdo micelar que solubiliza o farmaco (RUELA,
ARAUJO; PEREIRA, 2009).

Analisando as solubilidades no meio composto por HCI 0,1M com 0,1% de LSS a
concentracdo de SPR foi de 150,74 pg.mL™ para SPR-L1 e 101,10 ug.mL™ para SPR-L2.
Neste meio a solubilidade foi 1,5 vezes maior para o IFA composto por contaminacdo da
forma | e maior parte constituida pela forma Il, com diferenca estatisticamente significativa (p
< 0,01), confirmando que a presenca da forma | aumenta consideravelmente a solubilidade do
farmaco. Consequentemente a velocidade de dissolucao deste IFA pode ser maior em relagcdo
ao polimorfo Il puro de SPR podendo influenciar na biodisponibilidade e consequentemente

pode afetar a acdo terapéutica do farmaco.

5.2.2 Avaliacao dos comprimidos produzidos

5.2.2.1 Preparo da forma farmacéutica comprimido

Apbs a producdo dos comprimidos foram realizados ensaios oficiais para verificar a
qualidade dos lotes e avaliar se determinados caracteristicas estdo em conformidade com
especificacfes estabelecidas. Os ensaios considerados importantes para avaliar a
reprodutibilidade dos lotes foram: peso médio, dureza e uniformidade de doses unitarias.

A biodisponibilidade de produtos farmacéuticos é dependente da dissolu¢do do
farmaco a partir da forma farmacéutica bem como da solubilidade do ingrediente
farmacéutico ativo (BONFILIO et al., 2014). Por isso, para melhor estudar a influéncia do
polimorfismo na liberacdo de SPR, no ensaio de perfil de dissolucdo, foram preparados dois
lotes distintos de comprimidos: lote A (contendo contaminacdo da forma | — minoritario; e
forma Il — maioritario: SPR-L1) e lote B (contendo apenas a forma Il: SPR-L2), os quais

foram submetidos ao teste de perfil de dissolucéo.
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5.2.2.2 Determinagao do Peso Médio

Os resultados da determinago de peso médio dos comprimidos referéncia Aldactone®
(SPR-R), lote A (SPR-L1) e lote B (SPR-L2) estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de peso médio, faixa permitida pela especificacdo e DPR das formulaces de
comprimidos estudadas.

Amostras (n=20) Peso médio +5% Faixa Faixa DPR
(mg) permitida (mg) encontrada (mg)
SPR-R 409,2 +205 388,7-429,7 396,0 — 423,7 1,90

Lote A (SPR-L1) 413,2 +20,7 392,5-4339 411,2-414,8 0,23
Lote B (SPR-L2) 409,5 +20,5 389,0-430,0 407,5-411,0 0,20

Fonte: Da autora.

Os comprimidos formulados e 0 medicamento referéncia apresentaram resultados de
variacdo de peso dentro da faixa especificada, segundo a qual o limite de variacdo permitido é
de 5%. Nenhuma unidade ficou fora da faixa e 0s pesos médios dos comprimidos tiveram

valores proximos entre si, indicando reprodutibilidade na producéo dos lotes.

5.2.2.3 Determinagao da dureza

Durante a producdo dos comprimidos, a pressdo da compressora foi ajustada o mais
proximo da média de dureza obtida pelos comprimidos referéncia Aldactone® (SPR-R). Foram
selecionados 10 comprimidos do medicamento referéncia e 5 comprimidos dos lotes A e B,
porque foram produzidos namero restrito devido a pequena quantidade de matéria-prima
disponivel.

Os resultados da determinacdo da dureza dos comprimidos identificados como
referéncia Aldactone® (SPR-R), lote A (SPR-L1) e lote B (SPR-L2) estdo apresentados na
Tabela 8.
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Tabela 8 - Valores de dureza (em Kgf) das formulagdes de comprimidos estudadas, expresso em
média e DPR.

Amostras Dureza média (Kgf) DPR
SPR-R (n = 10) 12,3 14,7
Lote A (SPR-L1) (n = 5) 11,4 13,0
Lote B (SPR-L2) (n = 5) 11,8 10,5

Fonte: Da autora.

Esse teste é apenas informativo e caracteriza a forma farmacéutica, buscando a
homogeneidade na resisténcia mecanica dos comprimidos entre lotes produzidos pela
indUstria farmacéutica. De acordo com os resultados obtidos, as médias da dureza dos
comprimidos apresentaram valores proximos, sendo que o medicamento referéncia foi
utilizado como pardmetro para o desenvolvimento das formulacdes de comprimidos

produzidas a partir dos diferentes IFASs.

5.2.2.4 Determinacao da uniformidade de doses unitarias

Para determinar a dose em cada unidade de comprimido avaliada, inicialmente foram
obtidas solugdes referéncia de SPR-pd2° NCQ (50 pug.mL™) em quintuplicata, as quais foram
preparadas seguindo as mesmas condi¢es dos comprimidos. Apés a obtencdo dos resultados,
foi calculado a média (considerada 100%). Assim, foi possivel calcular o teor (%) em cada
unidade de comprimidos e os resultados foram expressos em média de teor (%) e DPR,

conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores médios obtidos na determinacdo da uniformidade de doses unitarias de
comprimidos de SPR.

Amostras Meédia teor (%) DPR Dose
SPR-R (n =10) 100,97 3,83 50,00 mg
Lote A (SPR-L1) (n=5) 99,68 2,12 49,36 mg
Lote B (SPR-L2) (n =5) 99,39 0,83 49,22 mg

Fonte: Da autora.

Todos os comprimidos avaliados (formulados e medicamento referéncia) apresentaram

valores de unidade de dose conforme as especificacbes. A homogeneidade do ativo que se
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desejava avaliar foi comprovada a partir do resultado de DPR (menor que 2,2% para os lotes
produzidos), indicando que possiveis diferencas nos perfis de dissolucdo ndo estdo
relacionadas a dosagem dos comprimidos, 0 que torna possivel avaliar a influéncia de
distintos polimorfos presentes nas matérias-primas utilizadas para a producdo dos

comprimidos.
5.2.2.5 Ensaio de perfil de dissolugéo

Para cada lote de comprimidos produzidos (Lote A e Lote B) analisaram-se seis
comprimidos de SPR na dosagem de 50 mg. Os comprimidos foram colocados
individualmente em seis cubas distintas, e na sétima cuba avaliou-se também a dissolucéo do
comprimido de placebo.

As curvas dos perfis de dissolucdo dos comprimidos, Lote A (SPR-L1) e Lote B (SPR-
L2), sdo mostradas na Figura 13. O calculo da percentagem de farmaco liberado foi
determinado a partir da absorvancia média obtida pela solucdo padrdo de SPR na
concentragdo de 25 pg.mL™ (n=5) diluido no meio de dissolugdo (UNITED 38, 2015).
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Figura 13 — Perfis de dissolu¢do dos comprimidos produzidos — Lote A e Lote B.
Fonte: Da autora.
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No tempo de 60 minutos, os comprimidos referentes ao Lote A e Lote B liberaram a
média de 89,32% (DPR = 3,43 %) e 79,55% (DPR = 9,72 %) do ativo presente nas
formulaces, respectivamente. Segundo a monografia do farmaco, em 60 minutos ndo menos
que 75% do farmaco deveriam estar dissolvidos no meio e, conforme os resultados acima
descritos, os comprimidos produzidos estdo de acordo com a especificacdo (UNITED 38,
2015).

Para avaliar a influéncia da contaminacdo do polimorfo | no Lote A (composto pelo
IFA SPR-L1) foi calculado o fator de semelhanca (F2) entre os lotes A e B, a partir da

equacao abaixo:

f2=>50xlog

n 0.5
1 ¥
1+ (—)Z[Rt — Tt]‘] x100
T
t=1

Sendo que:  n =numero de tempos de coleta considerados para fins de célculo;
Rt =valor de porcentagem dissolvida em cada ponto de tempo t, obtido com o
lote de referéncia; e

Tt =valor de porcentagem dissolvida do lote teste em cada ponto de tempo t.

A semelhanca ou equivaléncia de dois perfis é observada quando os valores de F2 se
apresentarem entre 50 e 100 (BRASIL, 2010a; FDA 2014). Ao comparar os perfis de
dissolucdo dos lotes de comprimidos A e B, o valor calculado para F2 foi de 19,00,
demonstrando que os perfis ndo sdo semelhantes ou equivalentes. A presenca de peguena
quantidade da forma I, a qual é mais soltvel, influenciou com aumento significativo na
velocidade de dissolucdo do farmaco. Este resultado corrobora com o resultado da
solubilidade em equilibrio (item 5.2.1.2), onde o IFA que apresentava contaminacdo com
pequena quantidade da forma | de SPR demonstrou solubilidade significativamente maior do
que o IFA que apresentava apenas a forma Il de SPR.

Ao extrapolar este resultado para a rotina de uma industria farmacéutica, caso haja
producdo de comprimidos de espironolactona com forma cristalina diferente da preconizada
(forma I1) ou até mesmo pequenas contaminagdes de outras formas como a forma I, o ensaio
de dissolucéo in vitro estaria prejudicado, pois um aumento significativo na velocidade de
dissolucdo poderia ser obtido, podendo modificar a curva farmacocinética do farmaco.

Ao avaliar o mecanismo de agdo do farmaco, por exemplo, um aumento na dissolucéo

poderia reforcar o efeito terapéutico da SPR e causar hiperpotassemia. Estudo realizado por
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Lima e colaboradores (2008) demonstra que em pacientes com insuficiéncia cardiaca
descompensada a incidéncia de hiperpotassemia foi duas vezes maior com a utilizacdo de
SPR. Este efeito pode manifestar-se desde a auséncia de qualquer sintoma até parada cardiaca
(VIEIRA NETO & MOYSES NETO, 2003).

5.2.3 Avaliacdo da qualidade dos comprimidos comercializados

5.2.3.1 Ensaio de perfil de dissolugéo

Avaliou-se um lote de cada laboratério que produz comprimidos de espironolactona
50 mg disponiveis no mercado farmacéutico brasileiro. Ao todo foram 5 lotes ensaiados,
sendo trés classificados como medicamentos genéricos (SPR-G1, SPR-G2 e SPR-G3), um
similar (SPR-S) e um lote do comprimido referéncia Aldactone® (SPR-R).

As curvas dos perfis de dissolucdo dos comprimidos referéncia (SPR-R), genéricos
(SPR-G1, SPR-G2 e SPR-G3) e similar (SPR-S) sdo mostradas na Figura 14. O célculo da
porcentagem de farmaco liberado foi determinado a partir da absorvancia média obtida pela
solugdo padrdo de SPR na concentragio de 25 pg.mL™ (n=5) diluido no meio de dissoluco
(UNITED 38, 2015).
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Figura 14 — Perfil de dissolu¢do dos comprimidos comercializados: referéncia,
genéricos e similar — SPR-R, SPR-G1, SPR-G2, SPR-G3 e SPR-S.
Fonte: Da autora.

Conforme a RDC 31 (BRASIL, 2010b), o comprimido referéncia, SPR-R, foi
caracterizado como comprimido de dissolu¢do muito rapida, em que 84,86 + 4,15% do ativo
foi liberado em 5 minutos. Os comprimidos SPR-G2 e SPR-S liberaram mais de 90% do
farmaco em 15 minutos, e foram igualmente caracterizados como medicamentos de
dissolucdo muito rapida. J& os comprimidos SPR-G1 e SPR-G3 mostraram uma velocidade de
dissolucdo menor, apresentando liberagdo do farmaco maior do que 75% em 30 minutos.
Estes resultados atenderam as exigéncias da monografia descritas pela UNITED 38-NF 33
(2015) para comprimidos de espironolactona (dissolu¢cdo maior que 75% em 60 minutos). No
entanto, estes resultados demonstraram claramente a falta de equivaléncia farmacéutica nas
formulacGes SPR-G1 e SPR-G3 em comparagdo com o medicamento referéncia (SPR-R).

N&o foi possivel comparar os perfis de dissolu¢do dos medicamentos comercializados
utilizando o fator de semelhanca (F2). A justificativa se da pelo fato do fator F2 ndo ser
aplicado para produtos de dissolu¢do muito rapida - mais que 85% do farmaco dissolvido em
até 15 minutos (BRASIL, 2010b; FDA, 2014). Isso ocorreu com os comprimidos SPR-R, que
em 5 minutos liberaram aproximadamente 85% do farmaco. Neste caso, a eficiéncia de

dissolucdo (EDo-g09) foi calculada para comparar os perfis de dissolucao (Figura 15).
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Figura 15 — Eficiéncia de dissolugdo (%) de comprimidos comercializados
de espironolactona 50 mg (n=6).
Fonte: Da autora.

Houve diferenca significativa entre os valores de EDg.g05s d0s comprimidos
comercializados de espironolactona apo6s analise de varidncia seguida de teste Tukey (p
<0,001). A EDy.g0% do medicamento de referéncia (SPR-R) apresentou o maior valor (95,95 +
1,32%), caracterizando como um medicamento de liberagdo muito rapida. Os outros
medicamentos comercializados ndo alcangaram a EDg.g09, da SPR-R. Os comprimidos SPR-
G1 e SPR-G3 apresentaram os menores valores de EDg.g00 , respectivamente 77,38 + 3,24% e
73,24 + 3,53%, e eles eram diferentes significativamente de SPR-G2 e SPR-S,
respectivamente 89,52 + 1,55% e 89,92 + 3,02%. Esses resultados indicam diferengas nas
caracteristicas de liberacdo entre as formulacbes avaliadas. Isto é esperado para farmacos
pouco solUveis, em que variaveis na composi¢do dos excipientes na formulagéo (sejam elas de
natureza qualitativa e/ou quantitativas), bem como alteragcbes no processo de fabricacdo
podem levar a alteracfes na liberagcdo do farmaco.

Apesar de todos os lotes avaliados cumprirem as especificacbes para o teste de
dissolucdo (liberacdo maior que 75% em 60 minutos) (UNITED 38, 2015), os perfis de
dissolucdo dos medicamentos avaliados apresentaram diferencas significativas. De acordo
com os criterios da RDC 31 (BRASIL, 2010b), SPR-G2 e SPR-S apresentaram perfis de

dissolucdo muito rapida da mesma forma que SPR-R, podendo ser considerados equivalentes
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farmacéuticos. Porém, SPR-G1 e SPR-G3 apresentaram dissolucdo lenta e ndo foram
considerados equivalentes farmacéuticos em comparagao com SPR-R.
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6 CONCLUSOES

A identificacdo de polimorfos e, até mesmo, a contaminacdo de uma forma cristalina
com outra em matérias-primas de espironolactona deve ser cuidadosamente controlada,
realizando o monitoramento destas matérias-primas na rotina de controle de qualidade. No
caso da espironolactona, a contaminacdo de uma forma cristalina com outra foi claramente
evidenciada pelas técnicas de difracdo de raio X por pé e calorimetria exploratéria diferencial.
Quatro matérias-primas de espironolactona foram identificadas como forma Il, e um lote
identificado como forma Il contaminada com forma |, sendo a forma | menos estavel e mais
soluvel. A solubilidade no ativo espironolactona forma Il e forma Il contaminada foram
significativamente diferentes. Os lotes de comprimidos produzidos usando estes IFAs
apresentaram resultados satisfatorios nos ensaios de peso médio, dureza, teor e uniformidade.
Ao analisar os perfis de dissolucdo, observaram-se diferencas entre os lotes produzidos
decorrentes da presenca da forma 1. Os comprimidos comercializados no mercado brasileiro
ndo mostraram equivaléncia terapéutica em relacdo ao medicamento referéncia, demonstrando
que a formulacdo tem papel importante na velocidade de dissolucdo. Desta forma, €
necessario realizar mais estudos para avaliar o impacto do polimorfismo na qualidade final de
medicamentos, embora exista a escassez das analises de caracterizacdo de polimorfos pela
indGstria farmacéutica, devido a auséncia de regulamentacdo e fiscalizacdo, mesmo

compreendendo sua importancia e influéncia, conforme os resultados obtidos neste estudo.
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