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RESUMEN. Para la determinacién de oxazepan y productos de degradaciéon en com-
primidos, se utilizé una columna de fase reversa (C g ). metanol-agua como fase movil
y deteccién a 230 nm. Como estandar interno se usd flunitrazepan. El coeficiente de
variacién para el método analitico fue de 1.75% {n = 5). La curva de calibracién de
oxazepan fue lineal entre 5y 250 ng y ¢l ensayo de recuperacion para n = 3 fue de
100,5%. Los limites de deteccion oscilaron entre 2 y 3 ng segiin el compuesto. Se lle-
v6 a cabo un estudio de estabilidad para el oxazepan droga sometido a efectos de de-
gradacién térmica, acida, alcalina y luz UV. Los productos de degradacion se indivi-
dualizaron por HPLC y TLC por comparacidn con muestras auténticas. Se realizé el
estudio de la estabilidad térmica y natural de esta droga en comprimidos.
SUMMARY. “A Study of Stability of Oxazepam in Pharmaceutical Solid Form by
High Performance Liquid Chromatograply (HPLC)". A reversed phase column
(C13) with methanol-water as mobile phase and detection at 230 nm was cmployed
for the determination of oxazepam and degradation products in tablets formulations.
Flunitrazepam was used as 1.S. The mean coefficient variation for the entire analyti-
cal method was 1.75%(n = 5). A working calibration curve over a concentration ran-
ge of 5 to 250 ng of oxazepam was obtained and the recovery was 100.5% (n = 3.
Limits of detection varied from 2 to 3 ng according to the compounds. A stability
study of bulk oxazepam under thermal. acidic. alkaline and UV light conditions was
performed. Degradation products were characterized by HPLC and TLC by compar-
ing them to authentic samples. Natural and thermal stability of tablets were carried
out.

INTRODUCCION
Las 1,4-benzodiazepinas constituyen
un grupo de drogas psicotrépicas caracte-
rizadas por su accidén sedante, hipnotica
y anticonvulsivante.
Los cstudios dc estabilidad que sc
efectiian sobre cstas drogas y sus formas

farmaccuticas contribuyen a un mejor
conocimiento de sus propiedades fisico-
quinicas v de su comportamicnto farma-
cologico v toxicoldgico.
¢ ) §

La espectrometria, la cromatografia
en capa delgada (TLC), la cromatografia
gascosa con cspectrometria de masa (GC-
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MS), la resonancia magnética nuclear Drogas. Oxazepan (III), 6-cloro-4-fe-
(NMR) y la cromatografia liquida de alta  nilquinazolin-2-carboxaldehido (V) y 2-
resolucion (HPLC), han sido propuestos  amino-5-clorobenzofenona (VII) fueron
para su determinacién, asi como para el  suministrados gentilmente por Laborato-
analisis de sus productos de degradacién  rios Wyeth Argentina. Acido 6-cloro-3,4-

en formas farmacéuticas o sus metaboli-  dihidro-2-quinazolincarboxilico (1)!2, 7-
tos en fluidos biolégicos. cloro-5-fenil -4,5-dihidro-2H-benzodiaze-

La importancia de la cromatografia li-  pin-2,3-1H-diona (11)!?, 6-cloro-4-fenil-2-
quida de alta resolucion en la bioanaliti-  1H-quinazolinona (IV)*?, 2,2’-bis-(6-clo-

ca es hoy indiscutible y su utilidad se  ro-4-fenilquinazolil) (VI)!*, 2-(5-cloro-3-
pone de manifiesto, especialmente, en  fenil-2-indolil)-6-cloro-4-fenilquinazolina
las benzodiazepinas termolébiles, como  (IX)'* fueron obtenidos segtin los proce-
es el caso del oxazepan!~!!, dimientos descriptos en la literatura. La

En este trabajo presentamos los resul-  imina (VIII) es una base de Schiff prove-
tados de una investigacién sobre la esta-  niente de la condensacién de (V) y (VII),
bilidad del oxazepan droga y en compri-  la que fue obtenida por deshidratacién
midos, donde los productos de degrada-  azeotrdpica en cloroformo, resultando
cién se analizan por HPLC. un producto sumamente sensible a la hi-

drélisis'® . Los compuestos, a excepcidén
MATERIAL Y METODOS de (VII) fueron purificados por TLC e
1. HPLC identificados por IR y '* C-NMR.

Reactivos. Metanol de grado cromato-

grifico (Lichrosolv, Merck), agua deioni- Equipo. Cromatégrafo liquido Varian

zada y bidestilada. Los solventes fueron 5020 equipado con detector UV (Vari-
filtrados a través de membrana (0,45um)  Chrom VUV 10 Varian), registrador (mo-

y desgasificados antes de usar. delo 9176, Varian) y procesadora de da-
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tos (CDS - 111 L, Varian). Columna Mi-
cropack MCH 10 (10 gm, 300 mm x 4,5
mm d. i.).

Condiciones de trabajo. La fase mo-
vil empleada consisti6 en metanol-agua
(70:30). El flujo fue 1,2 ml/min y la
temperatura de 28 °C. El volumen inyec-
tado fue de 10 ul y la deteccion se reali-
z6 a 230 nm con una sensibilidad de
0,05 aufs.

La solucién metandlica estdndar de
oxazepan contenfa 2 mg/ml y la de fluni-
trazepan (estindar interno) 2,5 mg/ml.
La solucion de trabajo de oxazepan (16
ug/ml) y de flunitrazepan (20 pg/ml) se
prepard por disolucion de las anteriores
en fase moévil.

Preparacién de la muestra. Se deter-
min el peso promedio de 20 comprimi-
dos. Se pesd con precision una alfcuota
de polvo conteniendo alrededor de 4 mg
de oxazepan en un matraz de 25 ml. Se
afiadi6 2 ml de solucién de estindar in-
terno y 20 ml de metanol. Se agité du-
rante 30 minutos. Se completd a volu-
men y se centrifugd. Una alicuota del so-
brenadante se diluy6é al 1/10 con fase
movil. Se filtr6 por membrana de 0,45
um y se inyectd en el cromatdgrafo.

Compuesto R¢ Tiempo de. retencién
(min)
I 0,00 1,85
I 0,13 3,20
HI 0,15 4,20
v 0,21% 5,50
A 0,57 6,80
VI 0,75 b
vl 0,80 8,40
VIl 0,89 c
IX 0,96 b

Tabla 1. Tiempos de retencién y valores de Ry
%ara oxazepan y productos de degradacién. a)

uorescencia celeste 2 366 nm; b)iaja solubili-
dad en fase mévil; c) se descompone en V y VII
en fase mévil por HPLC.
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2. TLC

Se usaron cromatoplacas de silicagel
60 F,s4 (Merck). Se utilizaron solventes
de grado cromatografico. Solvente de de-
sarrollo: cloroformo - tolueno - metanol
(52:48:7). Revelador: luz UV 254 nm.
Se sembraron alicuotas de las soluciones
metandlicas o cloroférmicas a identifi-
car, conteniendo el equivalente a 200 ug
de oxazepan.

RESULTADOS

En la metodologia propuesta para la
determinacién del oxazepan no hay in-
terferencias de excipientes ni de produc-
tos de degradacién, los cuales pueden ser
identificados y determinados. La curva
de calibracién en las condiciones de tra-
bajo fue lineal entre 5y 250 ng. Los li-
mites de detecciébn variaron entre 2,0 y
3,0 ng seglin el compuesto estudiado. La
reproductibilidad del sistema analitico
fue de 1,75% paran = 5 con una recupe-
raciébn de 100,5%. La reproductibilidad
del sistema cromatogréfico para 6 inyec-
ciones de una solucién estindar de oxa-
zepan fue de 0,70%.
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Figura 1. Cromatograma de una solucidn de re-
ferencia de oxazepan y productos de degrada-
cibén en las condiciones de trabajo.
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El estudio de la termodegradacion
del oxazepan droga a 60 °Cy 81% H.R.
durante 5 meses indica por HPLC que cl
quinazolinaldchido (V) es el primer y
principal producto de degradacion (1,0%)
observindose ademas, por TLC, su trans-
formacion en los compuestos IX y L.

No se obscrva ninguna degradacién
por accion de la luz UV (254 nm) duran-
te 120 hs., lo cual es coincidente con lo
obtenido por otros autores's .

En soluciones metanélicas de oxaze-
pan con una hora de preparacion, el V
cs aetectado por TLC, determinindose
por HPLC 0,6% cn las soluciones conscr-
vadas en oscuridad durante 2,5 meses y
3,8% cn las sometidas a la luz UV por
120 hs. En este altimo caso también se
observa la aparicién de 1 por TLC.
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Figura 2. Cuantificacién de oxazepan en com-
primidos en las condiciones de trabajo.

La 2-amino-5-clorobenzofenona (VII)
no es el Gnico producto de degradacion
obtenido por hidrolisis 4cida como ya ha
sido sefialado por otros autores® 416,
sino que las condiciones de acidez y la
presencia o no de alcoholes como el me-
tanol influye en la formacién y el predo-
minio de otros compuestos. Con CIH al

. Blister  Blister Comprimidos
T,‘::s‘f: t°amb. 60°C 60 °C,P81%H.R.
(%) (%) (%)
0 100,0 100,0 100,0
3 99,7 98,5 97,3
6 99.9 95,2 86,7
12 99,8 - —

Tabla 2. Estabilidad de oxazepan en comprimi-

dos.
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Figura 3. Cromatograma de comprimidos de
oxazepan en blister sometidos a degradacién
térmica (60 °C, 6 meses).



10% v/v se obticne preferentemente VII
pero con mayor concentracion de dcido
(40% v/v) y ticmpo de calentamiento sc
forman los dimeros [X, VI vy laimina
VII. El V, que es el primer producto
de degradacion formado, disminuye lue-
go para dar lugar a la formacion de otros
productos de degradacion entre los cua-
les también se identificaron los compues-
tos 1l y IV, cste altimo informado co-
mo metabolito! 7,

En la hidrolisis alcalina con NaOH
3N en metanol se obticne, ademas de los
productos mencionados, ¢l compuesto 1.
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En la degradacion térmica de los
comprimidos ¢n blister se determina a
los 6 meses por HPLC 1.5% de V (Fig.
3). Por TLC sc dctectan, ademds, otras
tres manchas de Ry menor. no identifica-
das.

En los comprimidos a grancl (Tabla
2) se observa a los 3 meses una degrada-
cién similar a los blister. pero a los 6 me-
ses la degradacién se acentaa, con forma-
cibnde IX, VI y IV,

En los blister mantenidos durante un
afo a temperatura ambiente no se detee-
té6 V por HPLC.
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