Doxepin-hidroklorid fotostabilitasanak vizsgalata
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Photostability study of doxepine hidrochloride

In this paper, we studied the photostability of the doxepine hydrochlo-
ride, a dibenzo-oxepine derivate from the tryciclic antidepressant class.
The acquos solution of doxepine hydrochloride, was exposed to UV
light (Vilber Louromat VL-4-LC lamp), and with this procedure, at well
established time intervals, we have determined the content of doxepine
by high-pressure liquid chromatography (HPLC). For the separation of
doxepine and its degradation products we have used a reversed-phase
chromatographic coloumn (Zorbax Extend Cis 250 x 4,5 mm 5um) and
as mobile phase under isocratic conditions a mixture containing potas-
sium dihydrogenophosphate 20 mM (pH=4,5) and acetone (65:35 v/v),
with a flowing-rate of 1ml/min, at a temperature of 25°C. Under these
analytical conditions the retention time of doxepine was 5,8 minutes,
and for the degradation products varied between 2 and 4,5 minutes. For
the calibration graphs we used solutions with concentrations between
5 and 250 pg/ml. The correlation coefficient was above 0,995 in all the
determinations (using quadratic regression 1/y). From these results we
were able to determine the decomposition grade of the doxepine hydro-
chloride.
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A doxepin az elsé generacios, triciklus antidepresszansok
csoportjaba tartozo vegyiilet. Kémiai szerkezetét tekintve
egy dibenzo-oxepin szarmazék, [(E)-3-dibenzo[b,e]oxepin-
11(6H)-ilidén]-N,N-dimetilpropan-1-amin (1.4bra) [2, 6, 8,
9-11].
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1. abra. A doxepin hidroklorid kémiai szerkezete

A X. Roman Gyogyszerkonyvben [10], a 6. Eurdpai
Gyogyszerkonyvben [9] a doxepin hidrokloridja hivata-
los. Nagy lipofilitasa kovetkeztében jo eloszlasi képességgel
rendelkezik, behatol a kozponti idegrendszerbe, valamint
a kiilonbozé szovetekbe. Fényérzékeny vegyiilet, amelyre a
gyogyszerkonyvek is felhivjak a figyelmet. Irodalmi adatok
utalnak a triciklikus antidepresszansok fényérzékenységére és
ennek kovetkeztében fellépd fotobomldsra, valamint a kelet-
kez8 bomlastermékek fototoxikus tulajdonsagaira [1, 5, 7].
Jelen dolgozatban a doxepin-hidroklorid UV fénybesugarzas
hatasdra bekovetkezé bomlasat vizsgaltuk, folyadék-kroma-
tografias modszerrel. A vizsgalatok sordn modszert dolgoz-
tunk ki a doxepin és a bomlastermékek szétvalasztdsdra, mely
alkalmas a bomlas mértékének mennyiségi kovetésére is [3,4].

>4

Székely Pl
E-mail: szekelypal@yahoo.com

Studiul de fotostabilitate a clorhidratului de doxepina

Am studiat fotostabilitatea clorhidratului de doxepind, derivat de
dibenzo-oxepind, din grupa antidepresivelor triciclice. Solutia apoasa
a clorhidratului de doxepina am expus-o actiunii luminii UV (lampa
Vilber Louromat VL-4-LC), dupi care, in intervale bine definite am
determinat continutul de doxepind prin metoda cromatografiei de
lichide sub presiune (CLP). Pentru separarea doxepinei si a produsilor
de degradare am utilizat o coloana cu fazd inversd (Zorbax Extend Cis,
250 x 4,5 mm, 5 um), si ca fazd mobild in conditii izocratice, un amestec
de solutie de dihidrogenofosfat de potasiu 20 mM (pH=4,5) si acetona
(65:35 v/v), cu o viteza de 1 ml/minut, la o temperaturd de 25°C. In
aceste conditii timpul de retentie al doxepinei a fost de 5,8 minute, iar al
produsilor de descompunere a variat intre 2 si 4,5 minute. Pentru tras-
area curbei de calibrare, am folosit solutii cu concentratii intre 5 si 250
pg/ml. Coeficientul de corelatie in toate cazurile a fost mai mare de 0,995
(folosind regresia cvadraticd 1/y). Din rezultatele obtinute am determi-
nat gradul de descompunere al clorhidratului de doxepina.

Cuvinte cheie: clorhidrat de doxepind, fotostabilitate, produsi de degra-
dare, cromatografie de lichide. Bevezetés
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Ugyanakkor a mérési adatok alapjan meghatdroztuk a lejat-
s26d6 fotobomlasi reakciok kinetikajat.

Anyag és modszer

Doxepin-hidroklorid (99,2%) (Dipharma, Italy), kalium-
dihidrogén-foszfat Merck (Merck KgaA, Darmstadt,
Germany), acetonitril Merck (HPLC mindség). A felhasz-
nélt desztillalt, deionizalt vizet Direct Q-5 Millipore készii-
1ékkel allitottuk eld.

El8szor egy 250 pg/ml doxepin-hidroklorid alapoldatot
készitettiink, majd ezt higitva allitottuk el a 8 oldatot (5,
10, 25, 50, 75, 100, 150, 250 pug/ml). A moédszer pontossagat
és precizitasat 15, 125, 200 pg/ml koncentraciéju oldatok
felhasznalasaval ellenériztiik. A mintdk elemzése sordn, két
sorozat (QC - Analitikai kontroll mintdk) QCA 15 pg/ml,
QCB 125 pg/ml, QCC 200 pg/ml koncentracioju oldatot
hasznaltunk.

Merck Hitachi LaChrom tipusu nagynyomasu folyadék-
kromatografids rendszert hasznaltunk, a kvetkez6 tartozé-
kokkal: D7000 interface, L-7100 pumpa, L-7612 gaztalanito,
L-7200 hité, L-7200 mintavevd, L-7360 oszloptarolo és egy
L-7455 diédasoros detektor. A kromatogramok feldolgozasa
a HMS manager program felhaszndldsaval tortént.

A kromatografids elvalasztds, Zorbax Extend Cis (4,6 x
250 mm, 5 pm-es gombok) — oktadecilszililezett oszlopon
tortént (Agilent Technologies), 25°C-os oszlophémérsékle-
ten, 1 ml/perc dramldsi sebeséggel, 115 bar nyomason, 5 pl
injektalt probatérfogattal, 8 perces kromatografalasi idével,
206 nm-en torténd detektalassal.

A mozgodfazis 65 térfogatszazalékban 20 mM-o0s KH,PO4
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oldatbdl és 35 térfogatszazalék acetonitrilbél dllt, minden
az oldatot eludlds el6tt 10 percig (Elma Transsonic 700/H)
ultrahangos fiird6vel gazmentesitettiik.

A besugdrzast egy 100 pg/ml koncentracioju doxepin-
hidroklorid oldat esetén, Vilber Louromat VL-4-LC UV
lampa (4W-365 nm, 4W-254 nm fénycsd) felhasznalasaval
egy kvarc kiivettaban 1 cm tavolsagbdl, 4 6ran at végeztiik.

A vizsgalt oldatbdl id6kozonként (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 75, 90, 105, 120, 180, 240 percenként) 5 pl térfo-
gati mintat vettiink ki és ezt kromatografaltuk. A mintdk
koncentraciojit, a cstcs alatti teriiletbdl hataroztuk meg a
kalibracids gorbe segitségével, a kiilsé standard modszerét
haszndlva. A kalibraciot 6t kiillonb6z6 alkalommal, végeztiik -
el. Az alkalmazott kalibréciés modellt a legkisebb négyzetek 2. abra. Adoxepin kromatogramja besugarzds eldtt (0 perc)
mddszerével hataroztuk meg.

e e e |

Eredmények és megbeszélés

Modszer validalasa

A mddszer szelektivitdsat 6t killonboz6 vakpréba elemzé-
sével hataroztuk meg, mas vizsgalando anyaggal val6 atfedés
megallapitdsa végett. A szelektivitdsi probdkat a kalibracids
gorbe segitségével vizsgaltuk. A vakprobak nem mutattak
jelent6s atfedést a vizsgalt cstcs retencios idejénél.

Egy sorozaton beliil nyolc kiilonb6zé koncentracioji
kalibrécios standardot készitettiink és vizsgaltunk. A kalib- o M L M o A M ST S0
racids gorbék paramétereit, az 6t analitikai sorozatndl, az 1.
tablazatban foglaltuk Gssze.

3. abra. A doxepin kromatogramja 4 6ra besugdrzas utan (240 perc)

1. tablazat. A kalibrdcids gorbék paraméterei

Sorozat A B C R?

Sorszdm

1 20,96 120,98 206,84 0,996

2 20,45 116,65 193,13 0,996

3 21,40 123,80 204,92 0,999

4 21,53 122,88 202,38 0,998

5 18,89 124,14 207,32 0,999

Pontossag 103,23 97,35 101,45

D 106 3,07 5.80 4, abra. 3 dimenziés kromatogram besugérzés el6tt (0 perc)

R? = korrelacios koeficiens; SD = relativ standard deviacio

A rezidudlisokat (a visszaszamolt koncentracid szazalé-
kos kiilonbsége a feltiintetett értékhez viszonyitva) minden
kalibracios standardnél kiszamoltuk. Ezek értékei a megha-
tarozasi hatar esetében (LLOQ - Low limit of quantification)
+/- 10% és a tobbi kalibrdcids standard esetében +/- 5%
kozott valtoztak.

A pontossag és a precizitas meghatdrozasdéhoz harom
kiilonb6z6é koncentracidji analitikai kontroll mintat hasz-
naltunk fel (20 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml doxepin-
hidroklorid). Minden egyes koncentracional kiszamoltuk
az atlagos koncentracidt, a pontossagot és a relativ standard
deviaciét. 5. abra. 3 dimenzids kromatogram 240 perc besugdrzds utan
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2. tablazat. A doxepin-hidroklorid koncentrécidjanak véltozdsa az id6
fiiggvényében

Besugdrzdsi  Cstics alatti Doxepin Doxepin Koncentrdcié
idé (perc) teriilet kezdeti koncentrdcié  logaritmusa
koncentrdcié besugdrzds
pg/ml utdn
(%)

0 1570085 99,37 100,00 1,99

5 1529770 96,94 97,43 1,98
10 1480429 93,95 94,29 1,97
15 1461844 92,83 93,11 1,96
20 1422634 90,46 90,61 1,95
25 1369123 87,23 87,20 1,94
30 1321121 84,32 84,14 1,92
40 1263478 80,84 80,47 1,90
50 1192022 76,52 75,92 1,88
60 1146978 73,80 73,05 1,86
75 1073181 69,33 68,35 1,84
90 1008719 65,44 64,25 1,81
105 937510 61,13 59,71 1,78
120 862904 56,62 54,96 1,75
150 752201 49,93 47,91 1,69
180 650072 43,75 41,40 1,64
240 477666 33,33 30,42 1,52

Mind az azonos sorozaton belill, mind a kiilénbozd
sorozatok kozott az 4tlagkoncentracio, valamint a varidcios
koeftficiens is a megengedett értéken beliil (+5%) talalhato.

A kapott kromatogramokat a 2.,3.,4.,5. abrak mutatjak be.

A kapott kromatogramok csucs alatti teriiletébdl a kalib-
racios gorbe segitségével meghataroztuk a vizsgalt oldatok
koncentraciojit, a doxepin koncentracidjanak csokkenését
és a koncentracio logaritmusat (2. tablazat). A 2. tdbldzat ada-
tai alapjan grafikusan abrazoltuk a doxepin koncentracio
valtozdsat az id6 fiiggvényében (6 abra).

A koncentracié logaritmuséat abrdzolva az id6 fuggvé-
nyében, egy egyenest kaptunk, ami egy elsérendd bomlés-
kinetikdra utal (7. abra).

y = -0,002x + 1,99
2= 0,998

Hg/

o T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

perc

6. abra. A doxepin koncentrdcid véltozasa a besugarzas folyaman

y = -0,002x + 1,99
RZ= 0,998

o T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

perc

7. abra. A doxepin koncentrdcid logaritmusanak dbrdzoldsa a besugdrzdsi idé
fiiggvényében

Megbeszélés

Nem tortént jelentds atfedés a doxepin retencids ideje (5,8
perc) és a bomlastermékek retencids ideje kozott (2, 3, 3,5,
3,8, 4, 4,5 perc). A két proba kozotti atfedést egy vakproba
beinjektalasaval vizsgaltuk, kozvetleniil a leghosszabb ideig
besugérzott proba utan.

A doxepin-hidroklorid koncentracidjanak meghata-
rozasahoz felhasznalt kalibracios gorbe 5-250 ug/ml kon-
centracié hataron beliil preciznek bizonyult, a korreldcios
koefticiens 0,996-nal nagyobbnak adddott. A rezidudlisok
a legkisebb meghatdrozasi hatar (LLOQ) esetében +/- 10%
és a tobbi kalibrécids standard esetében +/- 5% kozott val-
toztak. A moddszer a bioanalitikai modszerek nemzetkozi
validalasi kovetelményeinek megfelel pontossagot és pre-
cizitdst mutatott.

A validdlt moddszert a  doxepin-hidroklorid
fotostabilitdsanak a  vizsgdlata sordn ellendriztiik.
Segitségével sikeriilt a doxepin és bomldstermékeinek szét-
vélasztasa viszonylag rovid id6 alatt, jo érzékenységgel.

Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy a validalt mod-
szer jo precizitéssal és pontossagal alkalmazhaté a doxepin-
hidroklorid oldatban torténé fotobomlasanak mennyiségi
kovetésére. Ugyanakkor a bomlastermékek megfeleld elva-
lasztasat is biztositja, ami lehetéséget nyujt ezen termékek
jovébeni azonositasara. A doxepin-hidroklorid koncent-
rdcidja a besugdrzas teljes ideje alatt (4 6ra, 365 nm-en)
28,7%-ra csokkent. A koncentracié logaritmusanak az id6
fiiggvényében valo dbrazolasa és ennek értékelése elsérendii
bomlaskinetikat mutat.
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