Influenpa unor factori asupra stabilitapii
spironolactonei in solupie

DANIELA LUCIA MUNTEAN, SILVIA IMRE*, COSMINA VODA

Universitatea de Medicina °i Farmacie din Targu-Mure®, Facultatea de Farmacie,Departamentul de Analiza medicamentului,

Str. Gheorghe Marinescu , Nr. 38, 540139 Targu-Mure®, Romania

The influence of some factors on spironolactone stability in solution was studied, by applying high-
performance liquid chromatography, as a part of a pharmaceutical preformulation study in order to obtain
a spironolactone solution for alopecia treatment. Solutions of 1 mg/ml spironolactone in aqueous ethanolic
solution 1 : 1 and in 20 mM cyclodextrines solutions (3, hydroxi-3- and methyl-3-cyclodextrine) was used,
maintained at 8 and 22 °C, protected from light and after UV irradiation at 254 nm. The main degradation
products were 7a-thiospirolactone and canrenone. The most stable solutions were the alcoholic ones and
with methyl-beta-cyclodextrine, but the simultaneous action of temperature and UV irradiation allowed
degradation processes after one hour of exposure, more aggressive in the presence of methyl-beta-
cyclodextrine. In conclusion, for alopecia treatment with spironolactone a 1 mg/mL ethanolic solution could
be used and it is recommendable the protection of treated zone.
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Lucrareainsumeaza rezultatele experimentale ale unui
studiu referitor la stabilitatea spironolactonei (7a-acetiltio-
3-0x0-17a-pregn-4-ene-21,17-carbolactond) in solupie sub
influenpa unor factori de stres, lumina °i temperatura. S-a
plecat de la premisa posibilitdpii de utilizare a
spironolactonei (SPR) intr-o solupie de uz extern in
tratamentul alopeciei androgenice, numeroase studii de
specialitate [1] evidenpiind caracterul de inhibitor
androgenic tipic al spironolactonei, prin blocarea
receptorilor DHT la nivelul foliculilor de par.

La obpinerea formelor farmaceutice cu SPR, o problemé
importantd de care trebuie s& se hind cont este solubilitatea
scdzutd a acesteia. Solubilitatea SPR poate fi méritd in mai
multe moduri, prin formare de complec®i de incluziune
sau utilizare de cosolvenpi sau solvenpi organici adecvabi
[2-5]. Ciclodextrinele (CD), caracterizate structural de
prezenpa unui inel oligozaharidic, lipofil la interior ©i hidrofil
la exterior, sunt capabile sa interacpioneze cu o varietate
mare de molecule pentru a forma complec®i de incluziune
(fig. 1). Efectele complexarii variaza de la imbunétapirea
solubilitapii, dizolvarii, biodisponibilitapii etc. pana la
influenparea stabilitahii substanpei complexate sau crearea
unor sisteme terapeutice cu transport la hinté [6]. Derivapii
chimici ai ciclodextrinelor périnte (a-, -, y-CD, diferite prin
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numaérul de resturi de glucozé pe care le conpin) au volumul
cavitapii hidrofobe modificat, determinand imbunétépirea
solubilitapii i stabilitaii moleculei complexate. 3-CD a fost
scadzutad in apa °i nefrotoxicitatea i limiteaza utilizarea, in
special in cazul administrarii parenterale sau orale. Derivabii
chimici hidrofili ai acesteia, cum ar fi hidroxipropil-B-CD
(HP-B-CD), metil-B-CD (M-B-CD) i sulfobutileter--CD
(SPE-B-CD), conferd SPR o solubilitate superioard °i
stabilitahi imbunatapite comparativ cu 3-CD [7].

Pe de altd parte se cunoa®te deja cé pH-ul optim de
stabilitate a SPR n solupie este 4,5 [8], avand o stabilitate
foarte bund in suspensii [9]. De®i se cunoa®te natura
principalilor produ® de degradare [7,10], 7-a-
tiospirolactona ©i canrenona (fig. 2), i existd un numar
important de articole publicate in legatura cu stabilitatea
SPR, referinpele bibliografice recente legate de controlul
calitdpii formelor farmaceutice cu SPR [11] indicd
potenpialul explorator al acestui subiect.

Din cate cunoa®tem, nu existd referinpe bibliografice Tn
care s fie descrisa influenpa radiapiilor electromagnetice
asupra stabilitapii SPR, un aspect deosebit de important
hinand cont de utilizarea acesteia in solupie in tratamentul
alopeciei.
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Fig. 1. CreCterea solubilitapii unei substanpe medicamentoase prin complexare cu ciclodextrine (CD)
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Fig. 2. Structurile chimice ale 1-spironolactonei, 2- 7a-tiospirolactonei °i
3- canrenonei

Pindnd cont de cele prezentate anterior, etapele
parcurse in vederea atingerii scopului propus au fost:
solubilizarea SPR, degradarea SPR ©i optimizarea separarii
HPLC, studiul stabilitaii SPR sub influenpa temperaturii i
luminii.

Partea experimentald
Materiale °i metoda

S-au utilizat urmétoarele substanpe de referinpd ©i
reactivi: spironolactona (standard de lucru, Bioeel,
Romania); canrenona (Farmacopeea Europeand); (3-CD,
HP-B-CD, metil-B-CD (Cyclolab, Ungaria); acetonitril
gradient grade, metanol gradient grade, tetrahidrofuran
pentru cromatografie, etanol absolut, acid clorhidric
concentrat, acetat de amoniu, hidroxid de potasiu (Merck,
KGa Darmstadt, Germania).

Aparatura

-sistem de cromatografie de lichide de Tnaltd
performanpd (HPLC) 1100 (Agilent Technologies, SUA),
format din pompé cuaternard, degazor, injector automat,
termostat coloana, detector in ultraviolet (UV), detector
de spectrometrie de masa (MS) tip ion trap cu sursd de
ionizare prin electrospray-ere (ESI)

-spectrofotometru UV 1601 (Shimadzu, Japonia)

-balanpa AB54S (Mettler-Toledo, Elvepia)

-aparat de purificat apa Direct Q5 (Millipore, Franpa)

-baie cu ultrasunete Transsonic T700/H (Elma,
Germania)

-lampd UV VL-4L.C. (Vilber Lourmat, Franpa), putere
4W

Condipii HPLC-UV:

-coloand Zorbax Extend C18, 250 x 4,6 mm, 5 um
(Agilent Technologies), protejatd de coloand Chromolith
RP18e (Merck)

-faza mobild: 92%A, 8%B, unde:

- A: apé:tetrahidrofuran = 37:9
- B: acetonitril

-debitul fazei mobile: 1,4 mL/min

-temperatura coloanei: 40 °C

-detecpie la 254 nm

Condipii HPLC cu detechie de spectrometrie de masa
(HPLC-MS):

-coloand Zorbax SB-C18, 100 x 3 mm, 3,5 pum

-faza mobil&d: 60% metanol, 40% acetat de amoniu 1 mM

-debit; 0,8 mL/min

-temperatura coloanei: 45°C

-detecpie in mod MRM (341 — 305, 287, 283, 204,9, 186,9,
168,9)

S-a obpinut o solupie stoc de SPR 1 mg/mL in solupie
amestec etanol - apa 1:1, raport volumic, prin cantérirea
exactd a 10,0 mg SPR intr-un balon cotat de 10 mL,
dizolvare in baia cu ultrasunete in aproximativ 5 ml solvent,
aducere la semn cu acela®i solvent °i omogenizare.
Obpinerea curbei de calibrare pentru analiza HPLC-UV s-a
fécut pe baza a ase solupii standard (N=6) de SPR obpinute
prin diluarea cu apa a solupiei stoc 1 mg/mL SPR in solupie
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amestec etanol - apa 1:1, raport volumic, °i avand
concentrapiile cuprinse intre 1 ©i 20 pg/mL SPR. Curba de
calibrare a fost realizatd in acela® mod de trei ori (n=3),
in calcule folosindu-se media semnalului masurat.

O cantitate de 10,0 mg canrenona cantdritd cu exactitate
intr-un balon cotat de 10 mL este dizolvata in 8 mL solupie
amestec etanol - apa 1:1, raport volumic, prin menpinere
in baia cu ultrasunete. Dupa aducere la semn cu acela®i
solvent °i omogenizare s-a obpinut o solupie stoc cu
concentrapia 1 mg/mL canerond din care s-a obpinut o
solupie standard cu concentrapia 10 pug/mL prin diluarea a
0,1 mL solupie stoc la 10 mL cu apd. Solupia standard de
canrenona a fost folosita imediat dupa preparare pentru
identificarea prin spectrofotometrie °i HPLC a canrenonei
in probe.

Amestecul standard de SPR °i canrenond cu
concentrapiile fiecare de 10 pg/mL s-a obpinut prin diluarea
a cate 0,1 mL din fiecare solupie stoc de SPR °i canrenona
la 10 mL cu ap4, fiind analizat imediat dupa preparare n
diferitele etape experimentale prin metodele HPLC-UV ©i
HPLC-MS.

Probele utilizate in studii au fost: solupie de SPR 1 mg/
mL in solupie amestec etanol - apd 1:1, raport volumic;
solupie de SPR 1 mg/mL in solupie apoasa 20 mM de (3-CD;
solupie de SPR 1 mg/mL in solupie apoasad 20 mM HP-(3-CD;
solupie de SPR 1 mg/mL in solupie apoasa 20 mM M-B3-CD.
Obpinerea acestora s-a facut in modul urmator: céte
20,0 mg SPR exact cantdrite in balon cotat de 20 mL s-au
solubilizat in circa 10 mL solupie amestec etanol - apa 1:1,
raport volumic, ©i, respectiv, solupii apoase de CD, cu
concentrapiile menpionate anterior, prin menpinere in baia
cu ultrasunete, fiind aduse apoi la semn cu acela®i solvent.

In ceea ce prive®te studiile de stabilitate, pentru
stabilirea influenpei temperaturii determindrile s-au
efectuat la doud temperaturi, 8°C i 22°C, pe o perioada de
24 h, iar pentru studierea influenpei luminii s-a lucrat la
22°C ©i, respectiv, 254 nm, cu o putere a |dmpii de 4 W,
probele fiind menpinute Th cuve de cuarpde 1 cm cu capac
% prelevate la 0, 1, 2 °i 4 h de expunere.

Analiza probelor caracterizate anterior s-a facut in variate
situapii experimentale imediat dupd diluarea de 100 de ori
cu apa prin metode spectrofotometrice i cromatografice
(HPLC-UV, HPLC-MS).

Rezultate ©i discupii
Solubilizarea ©i degradarea spironolactonei in vederea
stabilirii condipiilor cromatografice de specificitate in raport
cu produ®ii de degradare

Stabilirea condipiilor optime de solubilizare a
spironolactonei s-a facut pornind de la faptul cé aceasta
este foarte pupin solubilain apd (—30 pg/mL). Solubilizarea
SPR la un nivel de concentrapie de 1 mg/ml s-a realizat cu
solupii de ciclodextrine (B-CD, HP-B-CD, metil-3-CD) cu
concentrapiile 20 mM fiecare °i solupie amestec etanol -
apa 1:1, raport volumic. Nivelul de concentrahie ales,
1 mg/mL SPR, este in legatura cu acpiunea farmacologica
a solupiilor de uz extern cu SPR.
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Lipsa substanpelor de referinpa, produ®i de degradare ai
SPR, exceptand canrenona, a determinat o degradare
prealabild a SPR in mediu alcalin cu KOH 0,01 M, luand n
considerare faptul ca principala cale de degradare a SPR
este hidroliza gruparii tioacetamidice cu formare de 7a-
tiospirolactond. In vederea analizei HPLC cu detecpie in
UV compozipia fazei mobile a fost astfel modificata incat
s-a reuCit o separare completd a SPR (t. =19,8 min) faja
de produCii de degradare.
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Fig. 3. Cromatogramele unor solupii de SPR 1 mg/mL dupa
degradare timp de 4 h in mediu alcalin ©i, respectiv, 24 h in prezenpa
HP-B-CD

Degradarea in mediu alcalin a unei solupii cu
concentrapia 1 mg/mL SPR a evidenpiat in cromatograma
(fig. 3) formarea in timp a cel pupin doi produ®i de
degradare: canrenona, t. = 17,45 min; un produs de
degradare majoritar, P, presupus afi 70(—t|osp|rolactona
(t; = 18,6 min). atjut'fiind faptul c& 3-CD ©°i HP-B3-CD
favorizeaza in timp degradarea spironolactonei [10, 12] la
7a-tiospirolactond, solupii de 1 mg/mL SPR in cele doua
ciclodextrine au fost analizate dupa 24 h de menpinere la
temperatura camerei. Dupd cum se observa din
reprezentarea comparativa din figura 3, produsul de
degradare majoritar P, este 70(—t|osp|rolactona % se poate
afirmafaptul c, in condlbule cromatografice propuse, SPR
este separaté specific Tn raport cu principalii produ®i de
degradare, 7a-tiospirolactona °i canrenona.

Determinarea cromatografica cantitativé a spironolactonei
s-a facut prin metoda standardelor externe. In condipiile
cromatografice HPLC-UV stabilite, ecuapia medie a curbei
de calibrare pe domeniul de concentrabii 1-20 pg/mL a
fost: Aria = 54,58(%0,21) C + 3,01(%2,5),r > 0,999, N =6
puncte, n = 3 replicéri. Rezidualii (diferenpa relativd a
concentrapiilor recalculate din dreapta de calibrare fajd de
concentrapia teoretica a solupiilor standard folosite la
obpinerea dreptei de calibrare) s-au incadrat intre limitele
+2%, férd o tendinp@ de variapie cu concentrapia, ceea ce
denota faptul cd modelul de calibrare ales este adecvat,
abaterile de la dreapta de calibrare nefiind datorate unor
erori sistematice.

Influenpa temperaturii asupra stabilit&pii spironolactonei

S-a urmarit cromatografic HPLC-UV modificarea
concentrapiei SPR ©i formarea produCilor de degradare in
timp la temperatura camerei, respectiv, la rece. Solupiile
de SPR 1 mg/mL solubilizatd in CD ©°i in amestec etanol :
apa = 1: 1 au fost menpinute la 8 °C i, respectiv, 22 °C.
Probele au fost prelevate la diferipi timpi pe o perioada de
cel pupin 24 h ©i analizate imediat dupd diluare de 100 de
ori cu apa. Determinarea concentrapiei s-a facut prin
raportare la curba de calibrare a zilei.
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Fig. 4. Influenpa temperaturii asupra stabilitapii SPR in solupii de:
a- 3-CD, b- HP-B-CD ©i c- Metil-B-CD

Analizand cromatogramele corespunzatoare °i coreland
cu reprezentarea graficd a scaderii concentrapiei in timp
(fig. 4) se constata urmétoarele: in cazul B-CD °i HP-3-CD,
0 degradare mult mai accentuatd a SPR la 22 °C decét la
8°C, degradarea decurgand, cel mai probabil, dupd o
cinetica de rdinul I la 22 °C %i ordinul 0 lat < 8 °C; in ceea
ce prive®e comportamentul SPR in prezenpa metil-3-CD,
aceasta este stabila cel pupin 20 de ore, atat la 22°C, céat i
la 8°C, acela®i lucru constatandu-se °i in cazul solupiei de
SPR olubilizata in amestec apa : etanol = 1 : 1, raport
volumic.

Acpiunea luminii °i temperaturii asupra stabilitahii SPR

S-au latin lucru solupiile cele mai stabile la temperatura
camerei: 1 mg/mL SPR in solupie 20 mM metil-B-CD ©i,
respectiv, in solupie apa : etanol = 1: 1, raport volumic.

S-au constatat urmatoarele:

-modificarea netd a proprietdpilor organoleptice chiar
di prima ord a expunerii (tulbureald, culoare galbuie, miros
specific)

- probele prelevate pentru analiza HPLC-UV ©i
spectrofotometrica (fig. 5 ©i 6) au demonstrat scaderea
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concentraiei spironolactonei in timp, formarea cel pupin
a unui produs de degradare 7-a-tiospirolactona,
degradarea fiind mai accentuata in prezenpa metil-B-CD.
Dupé& 4 h nu se mai detecteaz& SPRin nici una dintre probe,
lucru confirmat ©i prin analiza HPLC-MS aplicaté (condiiile
de analizd HPLC-MS au fost stabilite Tncat s@ permita
detecpia specificd a SPR °i canrenonei in probe cu
concentrapii < 1 ng/mL). Se observa din cromatograma
din figura 7 faptul cd dupd patru ore SPR nu se mai poate
detecta, iar canrenona este in cantitapi foarte mici.

Concluzii

Spironolactona este stabild la 22°C in solupie etanol : apa
= 1: 1 °i in solupie de metil-B-CD cel pupin 24 h.
Ciclodextrinele favorizeaza solubilitatea spironolactonei,
dar unele grébesc degradarea acesteia, explicabild prin
faptul ca dezacetilarea spironolactonei este favorizaté de
prezenpa grupdrilor hidroxil din pozipiile 2, 6, blocate in
cazul metil-B-CD.

Acpiunea simultand a temperaturii °i radiapiilor UV
accelereazd degradarea spironolactonei chiar °i in solupie
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de metil-3-CD. S-a demonstrat ca prin expunere la lumind
UV, solupiile de spironolactond in prezenpa metil-3-CD,
respectiv in solupie etanolica, se degradeaza inipial la 7a-
tiospirolactona °i canrenond, dar procesele devin
complexe cu creCterea gradului de iradiere, aceste aspecte
nefiind abordate pand acum din cate cunoaltem.

Prin urmare solupia de spironolactond in amestec etanol
»apd = 1: 1, raport volumic, poate fi o formulare
farmaceuticd simpla °i cu o stabilitate buna utilizabila in
tratamentul alopeciei la barbapi, cu recomandarea
protejarii prin acoperire a zonei tratate.
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