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Rezumat: Acest articol exploreaza stabilitatea spironolactonei intr-o formulare
farmaceutica combinata sub influenta diferitilor factori de stres, inclusiv aciditatea,
alcalinitatea, oxidarea, lumina si temperatura ridicata. Testele au fost efectuate conform
Farmacopeei Europene si au inclus expunerea probei la conditii de degradare fortata
pentru a analiza procesele de degradare si pentru a identifica produsele de degradare.
Metoda spectrofotometrica a fost utilizata pentru analiza probelor, iar parametrii de
validare, cum ar fi liniaritatea, precizia si specificitatea, au asigurat acuratetea
rezultatelor. Studiul a demonstrat ca spironolactona este susceptibila la degradare in
conditii de stres acid si bazic, oxidare intensa si temperaturi ridicate, observandu-se
cresterea concentratiei aparenta a substantei datorita formarii de produse de degradare
absorbante la aceleasi lungimi de unda. Cele mai semnificative modificari s-au produs in
mediul solutiilor 1M de NaOH si 3% de H,0,, unde spironolactona a suferit degradare
completa dupa 3 ore. De asemenea, expunerea la temperatura ridicata si la radiatii UV a
dus la cresteri moderate ale concentratiei, iar lumina naturalad a avut un impact mai redus.
Rezultatele sugereaza necesitatea unor conditii stricte de depozitare pentru mentinerea
stabilitatii spironolactonei si subliniaza importanta evaluarii stabilitatii in cadrul
dezvoltdrii si autorizarii farmaceutice.

Cuvinte-cheie: degradare, stabilitate, factori de stress, spironolactona

Summary: This article explores the stability of spironolactone in a combined
pharmaceutical formulation under the influence of various stress factors, including
acidity, alkalinity, oxidation, light, and high temperature. The tests were conducted
according to the European Pharmacopoeia and included exposing the sample to forced
degradation conditions to analyse degradation processes and identify degradation
products. A spectrophotometric method was used for sample analysis, with validation
parameters such as linearity, precision, and specificity ensuring the accuracy of results.
The study demonstrated that spironolactone is susceptible to degradation under acidic
and basic stress conditions, intense oxidation, and high temperatures, with an apparent
increase in concentration observed due to the formation of degradation products that
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absorb at the same wavelengths. The most significant changes occurred in 1M NaOH and
3% H,0; solutions, where spironolactone underwent complete degradation after 3 hours.
Additionally, exposure to high temperature and UV radiation led to moderate increases in
concentration, while natural light had a lesser impact. The results suggest the necessity of
strict storage conditions to maintain spironolactone stability and highlight the
importance of stability evaluation during pharmaceutical development and authorization.
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INTRODUCERE

Determinarea stabilitatii unui medicament este o etapa esentiala in procesul de
dezvoltare si autorizare a acestuia. Aceastd etapa asigurd ca produsul farmaceutic isi
mentine siguranta, eficacitatea si calitatea pe intreaga perioada de valabilitate, atunci
cand este depozitat si utilizat in conditii corespunzatoare. Stabilitatea medicamentului
este influentata de mai multi factori, inclusiv proprietatile fizico-chimice ale substantei
active, formularea produsului, conditiile de depozitare si tipul de ambalaj utilizat.

In cadrul Centrului de Dezvoltare a Medicamentului a USMF ,Nicolae Testemitanu” se
petrec studii de elaborare a unui nou produs combinat cu continut de spironolactona. S-a
efectuat testarea stabilitatii acestuia la actiunea factorilor de stres, in conformitate cu
rigorile Farmacopeei Europene ed. X. (forced degradation testing). Aceasta metoda
presupune expunerea intentionata a produsului la conditii extrem de stresante - cum ar
fi acizi, baze, agenti oxidativi si reducatori, temperaturi Inalte, expunerea la lumina
naturald si la radiatii ultraviolete - pentru a accelera procesele de degradare ale
substantelor active si ale excipientilor. Scopul acestei testari este identificarea produselor
de degradare si evaluarea stabilitatii substantei active sub influenta diferitilor factori de
mediu.

Pentru analiza produselor de degradare generate in urma actiunii acestor factori, s-a
utilizat metoda spectrofotometrica, cunoscuta pentru rapiditatea, precizia si
repetabilitatea Tnalta a rezultatelor, precum si pentru caracterul sau nedistructiv. Metoda
de analiza a spironolactonei din pulberea combinata a fost elaborata si validata prin
parametri esentiali, cum ar fi liniaritatea, precizia, exactitatea, limita de detectie (LOD),
limita de cuantificare (LOQ) si specificitatea, asigurand o evaluare robusta si de incredere
a stabilitatii acestei substante farmaceutice.

SCOPUL LUCRARII
Evaluarea stabilitatii spironolactonei in forma farmaceutica combinata la actiunea
factorilor de stres.

MATERIAL SI METODE
Pentru evaluarea stabilitatii spironolactonei (Spir) din pulberile combinate, a fost

utilizata metoda spectrofotometrica, cu ajutorul unui spectrofotometru Agilent 8543

(SUA) si cuve de cuart de 10 mm. Absorbanta a fost masurata la lungimea de unda maxima

(Amax) de 240 * 2 nm, utilizand metanolul (CentroChem, Polonia) ca solutie de referinta.
In acest studiu, au fost utilizate urmitoarele materiale:

o Standard de spironolactond (European Pharmacopoeia (EP) Reference Standard,
Strasbourg);

e Reagenti de puritate analitica: solutii de HC1 0,1 M si 1 M (ChemLab, Belgia), solutii de
NaOH 0,1 M si 1 M (Riedel-deHaen, Germania), solutii de H,0, 0,1%, 1% si 3%
(CentroChem, Polonia);

e Camera cu lampa ultravioleta (UV) pentru expunere la radiatii de 254 nm si 365 nm;

e Termostat setatla 60 + 1°C;

e Baie cu ultrasunete (Sapfir, Sankt-Petersburg).
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Prepararea solutiilor standard si a probelor

Prepararea solutiei standard de spironolactonad. Circa 0,0025 g de spironolactona
(masa exactd) sunt introduse intr-un balon cotat de 25 ml, dizolvate in 15 ml de metanol
(MeOH) si mentinute in baie de apa timp de 30 de secunde, cu amestecare periodica. Dupa
racire la temperatura de 20 * 1°C, volumul este adus la cota cu acelasi solvent, iar solutia
se omogenizeaza. O alicota de 1 ml din aceasta solutie (solutia A) este diluata intr-un balon
cotat de 10 ml, completand volumul cu metanol. Absorbanta solutiei finale este masurata
spectrofotometric in cuva de 10 mm, cu metanol ca solutie de referinta.

Prepararea solutiei probd. Aproximativ 0,21 g de proba (masda exacta de forma
farmaceutica) sunt introduse intr-un balon cotat de 25 ml si dizolvate In 15 ml de metanol,
apoi solutia este mentinuta in baie de apa timp de 30 de secunde, cu amestecare periodica.
Dupa racirea la 20 + 1°C, solutia este filtrata prin hartie de filtru pentru a obtine solutia B. O
alicota de 1 ml din solutia B este diluata intr-un balon cotat de 10 ml si se adauga 1 ml de
solutie de stres corespunzatoare (0,1 M HCI, 1 M HCl, 0,1 M NaOH, 1 M NaOH, sau H,0, 0,1%,
1%, respectiv 3%), completand volumul la cota cu metanol. Absorbanta fiecarui amestec este
masurata spectrofotometric la intervale de timp de 0 minute, 3 ore si 24 ore, fiecare
determinare fiind repetata de cinci ori pentru acuratete. Spectrul UV-Vis este inregistrat in
intervalul 210 - 320 nm, cu Amax = 239 * 2 nm, iar metanolul serveste ca solutie de referinta.

Pentru testarea stabilitatii la factorii de stres fizici, au fost pregatite solutii conform
metodei descrise si expuse la radiatii ultraviolete (in camera UV), la lumina naturala si la
temperatura ridicata (60°C in termostat). Absorbanta acestor probe a fost masurata la A
= 239 £ 2 nm la aceleasi intervale de timp (0 minute, 3 ore si 24 ore), pentru a evalua
variatiile stabilitatii spironolactonei sub actiunea acestor factori de stres.

REZULTATE

Probele de pulberi au fost supuse stresului hidrolitic acid (0,1M, 1M HCI) si bazic (0,1M,
1M NaOH), termic (temperatura de 60°C), fotolitic (lumina zilei si UV) si oxidativ (solutii
0,1%-, 1%- si 3% H202). Evaluarea gradului de influenta a factorilor de stres asupra Spir
s-a efectuiat la intervale de timp: 0 minute, 3 ore si 24 ore de la actiunea factorilor de stres.
Rezultatele obtinute semnaleaza procese de degradare cu marirea concentratiei datorita
formarii produselor de descompunere si absorbtie in acelasi diapazon al spectrului:
pentru Spir cu 38,84% in mediu acid 0,1M HCI (0 min - 59,21%, 3 ore - 101,15%, 24 ore
-105,31%) (Fig. 1) si cu 11,35% in mediu acid 1M HCI (0 min - 86,70%, 3 ore - 101,84%,
24 ore - 103,67%) (Fig. 2).
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Figura 1. Cinetica degradadrii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului hidrolitic acid: solutie 0,1 M HCI

La hidroliza bazica in mediul 0,1M NaOH - 15,1% (0 min - 82,99%, 3h - 65,38%, 24h
- 128,09%) (Fig. 3), iar in mediu bazic 1M NaOH la 0 min am avut o concentratie de
139,47%(Fig. 4), dupa care a avut loc degradarea completd a spironolactonei. Aceleasi
procese au loc la actiunea luminii solare cu 4,64% (0 min - 98,55%, 3h - 98,26%, 24h -
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103,19%) (Fig. 5), si iradiere UV cu 2,14% (0 min - 97,35%, 3h - 98,46%, 24h - 99,49%)
(Fig. 6). Probele supuse stresului termic de 60°C au aratat o schimbare de 23,75% (0 min
-97,60%, 3h - 97,61%, 24h - 121,35%) (Fig. 7).
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Figura 2. Cinetica degradadrii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului hidrolitic acid: solutie 1 M HCI
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Figura 3. Cinetica degradadrii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului hidrolitic bazic: solutie 0,1M NaOH
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Figura 4. Cinetica degradadrii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului hidrolitic bazic: solutie 1M NaOH
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Figura 5. Cinetica degradadrii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului fotolitic: lumina solara
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Figura 6. Cinetica degradarii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului fotolitic: iradiere UV
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Figura 7. Cinetica degradarii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului termic
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Figura 8. Cinetica degradarii (1) si spectrele de absorbtie ale Spironolactonei (2) la
actiunea stresului oxidativ: solutie 0,1% H202
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Figura 9. Spectrele de absorbtie ale Spironolactonei la actiunea stresului oxidativ:
(1) solutie 1% H202; (2) solutie 3% H202

La actiunea stresului oxidativ s-au obtinut urmatoarele Rezultate. 0,1% H202 - o
degradare de 22,43% (0 min - 120,48%, 3h - 133,47%, 24h - 140,22%) (Fig. 8), iIn mediul
de 1,0% H202 la 0 min am avut o concentratie de 674,55%, apoi o degradare total3,
precum si la actiunea 3,0% H20:2 (Fig. 9). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1.
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Tabelul 1. Modificarea concentratiilor spironolactonei la actiunea factorilor de stres

t, min Ax 1 Ax 2 Ax 3 Ax 4 Ax 5 AxMed C, % Cg

0 min 0.285 0.284 0.283 0.283 0.284 59.21 | 0.0142
0,1M HCL 3 ore 0.484 0.487 0.485 0.484 0.484 0.485 | 101.15 | 0.0243
24 ore 0.506 0.505 0.504 0.505 0.504 0.505 | 105.31 | 0.0253
0 min 0.414 0.416 0.415 0.416 0.416 0.416 86.70 | 0.0208
1M HCL 3 ore 0.488 0.489 0.488 0.488 0.489 0.488 | 101.84 | 0.0244
24 ore 0.496 0.497 0.497 0.498 0.498 0.497 | 103.67 | 0.0249
0 min 0.402 0.397 0.396 0.399 0.396 0.398 82.99 | 0.0199
0,1M NaOH 3 ore 0.317 0.313 0.315 0.310 0.312 0.313 65.38 | 0.0157
24 ore 0.607 0.610 0.617 0.616 0.620 0.614 | 128.09 | 0.0307
0 min 0.666 0.672 0.668 0.668 0.669 0.669 | 139.47 | 0.0335
1M NaOH 3 ore 4.000 4.000 4.000 4.000 4.000 4.000 |834.445| 0.200
24 ore | 4.000 4.000 4.000 4.000 4.000 4.000 |834.445| 0.200
0 min 0.576 0.577 0.578 0.578 0.578 0.578 | 120.48 | 0.0289
0,1% H:202 3 ore 0.639 0.640 0.640 0.640 0.641 0.640 | 133.47 | 0.0320
24 ore 0.671 0.671 0.674 0.671 0.671 0.672 | 140.22 | 0.0337
0 min 0.467 0.466 0.466 0.467 0.467 0.467 97.35 | 0.0234
uv 3 ore 0.465 0.469 0.477 0.475 0.474 0.472 98.46 | 0.0236
24 ore 0.476 0.477 0.477 0.477 0.477 0.477 99.49 | 0.0239
0 min 0.472 0.473 0.473 0.472 0.472 0.472 98.55 | 0.0237
Lumina 3 ore 0.470 0.471 0.471 0.471 0.472 0.471 98.26 | 0.0236
24 ore 0.493 0.495 0.496 0.495 0.495 0.495 | 103.19 | 0.0248
0 min 0.467 0.468 0.468 0.469 0.468 0.468 | 878.25 | 0.2108
t=60C 3 ore 0.467 0.469 0.465 0.469 0.470 0.468 97.61 | 0.0234
24 ore 0.578 0.579 0.580 0.580 0.591 0.582 | 121.35 | 0.0291

CONCLUZII

Rezultatele obtinute indica un profil de stabilitate variabil al spironolactonei in functie de
factorii de stres aplicat, evidentiind sensibilitatea sa in special in medii acide si oxidative.

Spironolactona a demonstrat un grad de degradare semnificativ in mediul acid, cu o
crestere a concentratiei aparenta in 0,1M HCI (de la 59,21% initial la 105,31% dupa 24 de
ore) siin 1M HCI (de la 86,70% la 103,67%). Acest comportament se poate datora aparitiei
produselor de degradare ce prezinta absorbtii similare in spectrul spironolactonei, ceea ce
sugereaza o instabilitate accentuata in mediu acid. Cresterea observata poate fi explicata prin
formarea unor metaboliti care au capacitatea de a absorbi in acelasi diapazon, ducand la o
supraestimare a concentratiei initiale.

In mediu bazic (0,1M NaOH), s-a observat o degradare progresivd pe termen scurt
(scadere la 65,38% dupa 3 ore), urmata de o concentratie marita (128,09%) dupa 24 de ore.
In schimb, in 1M NaOH, spironolactona a suferit o crestere rapida a concentratieila 139,47%,
urmatd de degradare completa dupa 3 ore. Aceasta instabilitate sugereaza ca spironolactona
este susceptibilad la medii alcaline, unde reactiile de hidroliza pot conduce la produse instabile.

Sub influenta luminii solare, degradarea spironolactonei a fost redusa, avand o crestere
usoara de la 98,55% la 103,19% dupa 24 de ore. Similar, expunerea la radiatii UV a produs o
schimbare nesemnificativa, de la 97,35% la 99,49% in acelasi interval. Aceste rezultate indica
o rezistenta relativa a spironolactonei la lumina solara si UV, sugerand ca factorii fotolitici nu
influenteaza semnificativ stabilitatea moleculei pe termen scurt si mediu.

La expunerea la o temperatura de 60°C, spironolactona a prezentat o stabilitate initiala
pana la 3 ore, dar a suferit o degradare semnificativa dupa 24 de ore, cu o crestere de la
97,60% la 121,35%. Aceasta crestere poate indica procese de degradare termica si formarea
produselor secundare care absorb in spectrul analizat. Este evident ca la temperaturi
crescute, spironolactona devine instabild, generand un profil de descompunere accelerat.
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Expunerea la concentratii crescande de peroxid de hidrogen a dus la degradarea rapida si
completa a spironolactonei. La concentratii de 0,1% H202, s-a observat o crestere a
concentratiei la 140,22% dupa 24 de ore, ceea ce sugereaza formarea unor produse de
oxidare. In prezenta concentratiilor mai mari (1% si 3% H20:), s-a constatat o degradare
completd a spironolactonei imediat dupa aplicare. Acest lucru confirma sensibilitatea ridicata
a spironolactonei la stresul oxidativ, indicand ca aceasta substanta trebuie protejata de agenti
oxidanti puternici pentru a mentine stabilitatea sa.

Studiul evidentiaza ca spironolactona este instabild In medii acide puternice si alcaline, la
temperaturi ridicate si In prezenta agentilor oxidanti. Totodata, moleculele de spironolactona
se comporta stabil In medii fotolitice, sub influenta luminii naturale si UV, Insa expunerea
prelungita la temperaturi inalte si agenti de oxidare accelereaza procesele de degradare, fapt
ce necesita conditii stricte de depozitare pentru a evita alterarea structurii si eficacitatii sale.
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