CAPITOL I

DETERMINACIO D’ACETAT D’'HIDROCORTISONA

1.1 OBJECTIU

En aquest capitol es posa a punt un metode cinetico-espectrofotométric altament selectiu per
I’ analisi del’ acetat d’ hidrocortisonaenel preparat farmacéutic comercial, Hemorrane®, presertat
en forma de pomada i que conté com a principis actius: acetat d’ hidrocortisona, prednisona,
benzocainai excipientsinsolubles en dissolvents polars. Es important destacar |a presénciaen e
farmac de dos compost os quimicament molt semblants, €s quals poden reaccionar anb € mateix
reactiu; I'acetat d'hidrocortisona (un  *-3-oxoesteroide), i la prednisona (un 14.3-
oxoesteroide).

El metode es basa en lareaccio de condensecio de I'aceta d’ hidrocortisona amb I” acid
isonicotinic hidrazina oisoniacid (INH), i I'aplicacio dela regressio Parcia per Minims Quadras

(PLS).
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11.2. INTRODUCCIO

Els metodescineticsd’ analisi quimic presenten algunes avantatgespotencials repecte als metodes
en equilibri. Entre aquestes hi ha la possililitat de resoldre sistemes on poden dona-se altres
reaccions abans que el procés finditzi, i la resolucié de mescles de compostos molt sembants per
reaccio a diferents velocitats amb un reactiu comu.

Encara que han estat utilitzats normadment en la determinacié smultania de varis
components, també semblen ser molt interessants en les determinacions cinetiques individuas
[L 6pez-Cueto, 1997], donat que al’ avartatge classica dels metodes multivarialdes de millorar la
precis6 dds univariables [Quencer, 1993; Owen, 1987], espot afegir la possbilitat de modelar
els efectes d' una petitainterferencia producte d’ unareaccid més lernta, o els possibles efectes de
lamatriu delamostra, o ser utilitzats en sigemes no-lineals, ésadir, quan la cinetica es desvia del

comportament de primer o pseudoprimer ordre respecte al’andit.
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\ / CHCOOCH,
N/

Esquema 2.1

Enaquest treball esposaapurnt un metodecinetic espectrofotometric per I’ andlisi d’ acetat
d’ hidrocortisona, basat en la reaccié de condenszcié d aques  “-3-oxoesteroid amb I’ &cid
isonicotinic hidrazina oisoniacid (INH) (esquema2.1). L’ objectiu es analitzar aguest compost en
el preparat comercial Hemorrane®, que conté acetat d’ hidrocortisona, prednisonai benzocaina
com a principis actius. El metode cinétic proposat és selectiu per I’acetat d’ hidrocortisona, jaque
a pesa de la gran similitud quimica amb la prednisona, aguesta reacciona mes lentament i no
contribueix practicament al senyal registrat. S'utilitza la calibracio per PLS i es comparen els

resutas amb els obtinguts per aplicacio del metode de lavel ocitat inicial dereaccio aplicat sobre
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lesmateixesmostres S’ obtenen vd orsmolt mésexactesiprecisosmitjancant lautilitzacié del PLS.
Per comprovar |’ exactitud dels resultats obtinguts en |’ analisi de mostres del preparat
farmaceutic, s utilitza la cromatografia liquida d’ alta resolucié (HPLC) com ametode dternatiu
de validacio.
L’ exactitud del s resultats és comparable, mentre que la precisio del métode cinétic és més
ata. Aixo ultim jagque amb el métode cinétic és possibletreballar en un medi suficientment apolar
gque permet mantenir dissolts tots els componerts de |la pomada i S evita, d’ aguesta manera,

I’ extraccio de I’ analit del farmac objecte d’ analisi, requerida pel procediment cromatografic.
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1.3. EXPERIMENTAL

[1.3.1. REACTIUS | DISSOLUCIONS

Totsesreactiusi dissolvents utilitzats sén de grau anditic. Es prepara cada dia una dissolucio
estoc 2,5x10° M d'acetat d' hidrocortisona (Signma), pesant amb exactitud una quantitat
d’ aproximadament 0,100 g en 100 ml de cloroform (Panreac), i apartir d aguestaes preparala
dissolucié de treball 2,5x10* M per diludd amb cloroform. La dissolucié un cop preparada es
protegeix delallum amb paper d dumini i esguarda a4-5°C alanevera, jaque escomprova que
es descompon lentament a temperatura anbient.

Es preparaacid clorhidric 0,05 M en Metanol (Promochem), per diluci6 a partir de I’ acid
clorhidric concentrat (Panreac), i s estandaritza anb TRIS.

Una dissolucié 5x10° M del reactiu, I'acid isonicotinic hidrazina (Fluka), es prepara
didriament pesant amb exactitud una quantitat aproximada de 0,07 g del reactiu, seli afegeixen

20 ml deladisolucié de HCl 0,05 M i esporta aun volum de 100 ml amb metanol.

ABSORBANCIA

220 240 260 280 300 320
LONGITUD D'ONA (nm)

Figura 2.1. Espectre UV de Hemorrane (- -), ac. hidrocortisona (—),
prednisona (- -) i benzocaina (---).
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11.3.2. MOSTRES

S analitzen mostres, comprades a la farmacia, de dos lots de produccio diferents del preparat
farmaceutic Hemorrane® (L aboratorisNycomed Leo, Madrid, Spain). Aqued preparat espresenta
en forma de pomada contenint, per g de la meteixa, 15 mg d'acetat d’ hidrocortisona, 2,5 mg de
prednisona i 10 mg de benzocaina com a principis actius. A la figura 2.1 es mostren els seus
espectres UV. Els excipients de la pomada son insolubles en disolverts polars adiferéncia dds

principis actius que son solubles tart en cloroform com en dcohol.

11.3.3. PROCEDIMENT CINETIC D'ANALIS|

L esdiferents dissolucions de treball son preparades directament a la cel 1a espectrofotometrica,
mitjancant I’ Us de micropipetes i aquesta es manté tapada durant la mesura per tal d'evitar
I’evaporacio del solvent i I'absorcio d” humitat del’ aire. Es coneix quel’ acetat d’ hidrocotisona és
fotosensible, i per evitar lasevadescomposici 6 amesuraque avancalareaccio, es ool locaunfiltre
de tall (190-300 nm) davant del cami optic i desprésde lafont de radiad 6.

S afegeix en primer lloc unvolumcomprés entre0,05 i 1 ml de ladissoluci6 de treball de
|” acetat d’ hidrocortisonai després es portaa 2 m amb cloroform Aleshores es col loca lacubeta
al espectrofotometre, i es mantétermostatitzada a 25°C i agitadadurant unminut. Posteriorment,
es registra la referéncia. A continuacio s afegeix 0,5 ml de la dissolucio del reectiu isoniacid, i
sagafa com a temps zero, el moment en qué s afegeix la primera gota de reactiu. Es registra
I’ espectreUV-Visible aintervals de2 nm en d rang de longituds d’ ona de 300-500 nm, durant un
temps total de 30 minuts a intervals d'un minut, utilitzant un temps d’integracié de 1 segon.
Aquestazona de |’ espectre conté fonamentalment labandad’ aosorcié dd producte de lareaccio
( max= 388 nm) pero també hi ha la contribuci6 de la cua de la banda d’ absorcio del reectiu.
L’ agitacio al’interior de la cubeta es manté durant tot el registre cinétic.

Per aladeterminacio delavelocitat inicid, s utilitza inicament lacorba cinéticaregistrada
alalongitud d’ ona del maxim d’ absorbancia del produce de reaccio.

Els modds de calibracié es construeixen amb 11 mostres que cobreixen regularment
I"interval de concentracions de (0,5-10) x10° M d' acetat d’ hidrocortisona. Aquestes mostres es

preparen per duplicat endiesdiferentsien unordretotalment aeatori. Lacapacitat predictivadels
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diferents models savalua amb 17 mostres amb concentracions compreses dins de I'interval de
calibraci6. Lareproduibilitat del métode cinetic es calcula a partir de les corbes cinétiques d’un
conjunt de 11 mostres de la mateixa concentracié d acetat d’hidrocortisona (3.0x10° M)
preparades en dies diferents.

Per I’ andlisi deles mostres del preparat farmaceéutic Hemorrane®, es pesen anb exeactitud
gsporcionsd uns0,27 g de cadalot i esdissolen en 50 ml de cloroform. Aleshores esregistrala
cineticade lareaccio de cada una d’ elles per duplicat seguint la mateixa metodologia que per les
mescles de calibracid, afegint a la cubeta 0,5 0 0,75 ml de la mostra, que correspon a unes

concentracions d' acetat d hidrocortisona de 4x107° i 6x10° M, respectivament.

11.3.4.PROCEDIMENT CROMATOGRAFIC

Per ala determinacio cromat ografica és necessari extreure préviament els components actius de
la pomada. Es pesen amb exactitud tres porcions d'uns 0,12 g de cada lot del preparat
farmaceutic, i es dissolen en 5 ml de cloroform. S agafen 4 ml i es dipositen en un tub de
centrifuga que es troba submergit dins un bany d ultrasons, i s afegeixen lentament 45 ml de
metanol calent. Es deixa refredar i es centrifuga. S'injecten per triplicat 20 | del liquid
sobrenedart, préviament filtrats mitjangant un filtre de xeringade nylon de 0,45 m de dimensio
deporus, i s dueixenamb un fase mobil d’ acetonitril: H,O, mantenint el cabal constantal mi/min.
S utilitza un gradient d elucié delafase mobil que consisteix en fer passar durant el primer minut
unamezcla40:60 d’ acetonitril: H,O (v:v), i deshoresvariant graduament aquesta relacio fins
el 70:30 en 4 minuts. En aquestes condidons els pics es troben ben definits, separats i no
presenten cua. Elstemps de retencio per la prednisona, benzocaina i aceta d’ hidrocortisonason
de 2,3, 3,7 i 5,3 minuts, respectivamert (figura 2.2). Les mostres s'injecten per triplicat i es
registren els cromatogrames ales longituds d’ ona dels maxims d’ absorbancia de cada una de les
epecies, a 245, 2901 240 nm, respectivament, utilitzant unaamplada de bandade 4 nm.
Desprésd estudiar I'interval de concentracions enque hi haunarelacio lined entrel’area
integrada i la concentracid, es quantifiquen les mostres a partir de lainjeccio de solucions de

referencia de concentracid molt proxima a lateorica en el farmac.
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Figura 2.2. Cromaograma d unamostrade Hemorrane a 240 nm.

11.3.5. REGISTRE | PROCESSAMENT DE LES DADES

El regigredels espectres a diferents temps per a cada una deles mostres, s harealitzat en aquest
trebal mitjancant I’ espectrofotometre UV-Visible de diodes en linia Hewlett-Packard model
HP8451A que porta incorporat un bany termostatic i un sistema d’ agitacié intern. Dd registre
cinétic, s ohté per acadamodra unvector quecontél’evolucio espectrd de productede reaccio
de I’ acetat d’ hidrocortisona amb el isoniacid.

A partir de la matriu de dades cineti co-espectrof otomeétrica obtinguda amb @ conjurt de
totes les mogtres, es construeixen els diferents models de calibraci6 utilitzant I’ algoritme PLS
incorporat en el programa Unscrambler versio 6.1.

S assagen diferents models per tal d’ optimitzar el mode epectral; absorbanciai primera
derivada(dimensio de finestratotal de 21 punts), € rang de longitudsd’ onadetreball, i el nimero
de components principals utilitzats en la regresio, amb I’objectiu de minimitzar I'error de
prediccié de les mostres. Per ala construccio dels diferents models PLS s utilitza €l metode de
vaidacié creuada[Martens, 1989], amb un nimero de segments de cancelaci¢ igual a nimero de

mostres que constitueixenla mariu de calibracié, deixant sempre aforaels dos replicats de cada
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mostra. S'escull com a numero factors significatius el menor que presenti un MSECV; no
significativament diferent del minim MSECV [Haaland, 1988; Blanco, 1994], i com a criteri de
sgnificacié es segueix € proposat per Haaland i Thomas [Haaland, 1988] amb unvalor de =
0,25.

Per tal de fecilitar la comparacio i interpretacio dels reultats obtinguts en cada un dels
modes provats, esvacdcular |’ error estandard relatiu de prediccié (RSEP%), pel conjurnt de

mogres de calibracié i de prediccio.
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|1.4. RESULTATSI DISCUSSIO

11.4.1. REACCIO DE L’ACETAT D’HIDROCORTISONA AMB INH

Lareaccio decondensacio ambl’ isoniacid per aformar les hidrazonesen solucié débilment acida,
ésgeneral entots els esteroi des que contenen un grup carbonil ala seva estructura, i estrobaben
descrita ala bibliografiai aplicada en quimicaanalitica [Umberger, 1955; Smith, 1959; Ringler,
1961]. Es tracta d'una reacci6 reversible, que segueix una cinética de segon ordre, amb una
velocitat de reaccié dependent del pH del medi. Elsgrups  *-3- oxoesteroides, comés el casde
I” acetat d’ hidrocorti sona, reaccionen quantitat ivament atemperaturaambient en menysd’ unahora.
Altres grups carbonilics reaccionen només després d’'un llarg temps, o bé forcant molt les
condicionsde treball.

Abans de procedir alacalibracio del sistema, s escullen lescondicions experimentals mes
idonies per ala quantificacio de I’ acetat d” hidrocortisona. La principal limitacié experimenta ve
donada per laformafisicade la preparat farmaceéutic a analitzar. La mostra només éssoluble en
cloroformi precipitaen preenciade dissol vents polars, comarael metanol. Aquest Ultim, estroba
citat alabibliografia com solvent més satisfactori per dur aterme lareaccio [Jencks, 1959]. Les
millors condicions trobades sdn cloroform i metanol a una relacié de 4:1, donat que permet
mantenir dissolt tant als polimers dela pomada com el clorhidrat del’ isoniacid, i al’ aigua que es
forma, producte de la reaccid. L’atre parametre que s optimitza és la concentracié de I'acid
clorhidric. L’ acidactuacom acatalitzador delareaccio i també afectaal’ espectre delahidrazona
formada. Es proven diferents concentracionsi es troba com a optima una concentracié d acid
clorhidric d’ aproximadament doscopssuperior ala concentracié de reectiu, jaquel’ absorbancia
és superior a altres reacions estudiades. Aquest fet estroba en acord amb altres observacions
recollidesalahbibliografia [Umberger, 1955].

Lalimitacio en laconcentrad 6 de metanol enlabarrgadedissolvent limitala concentracio
maxima de reactiu que es pot utilitzar. En aquest trebadl s utilitza una concentracio de reeactiu
constant de 1x10° M. En aquestes condicions, I’excés dereactiu verslaconcentracio d’ andit fa

gue lareaccio per les dissolucions dil uides seguexi una d netica de pseudoprimer ordre respecte
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Figura 2.3 A-B. Espectres ded INH (---), i derivats de |’ ac.
d hidrocortisona (S) i prednisona (- -), després de 2 i 24 h,
respectivament; Perfils a 388 nm aigualtat de condicions.
[’andit, amb un temps de semireaccio de 11 = 1 minuts, mentre que en les dissolucions més
concentradeses produe x unalleugera desviacié d’ aques comportament.
Laprednisona, apesar detenir unaestructurasimilar, reaccionaavel ocitat molt méslenta,

cosa que fa que la seva reaccio no contribuexi practicament al senyal registrat durant els 30
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primersminutsdereaccio. Si esdeixatempssuficient tambétélloclacondensacio d’ aquest  *4-3-
oxoesteroide amb|’ isoniacid per adonar lloca lahidrazonacorresponent, que presentaun maxim
d’ absorbancia a 406 nm. A lafigura 2.3 A-B es mostren elsespectres d absorbanciai els perfils

cinétics d’ ambdues hidrazones.

11.4.2. ANALISI DE L’ ACETAT D’HIDROCORTISONA

Un cop escollides les condicions experimentalsmés idoniesper adur aterme lareaccio, es passa

al’estudi i determinacio del’aceta d' hidrocortisonaen les mostres preparades d laboratori.

11.4.2.1. METODE DE LA VELOCITAT INICIAL DE REACCIO

Larepresentacio delaveoditat inicid, enabsorbanciamin™, versla concentracié inicial del’ acetat
d hidrocortisona per les diferents mostres de calibraci6 ésunarecta. Elsparametres delarectade

regressio calculatsi els limits de confianga, per un nivell de significacio del 95% son:

velocitat , = (-0,5 + 1,7) x 10° + (810 + 40) x [ acetat d’hidrocortisong , (r = 0,996)

11.4.2.2. MET ODE DE CALIBRACIO PLS

La calibracié per PLS permet utilitzar tota la informacio continguda en I’ evolucié de I’ espectre
d absorbancia amb el temps. A lafigura 2.4, esmostraaguestavariacio en I’ interval de 300 a 500
nm durant els primers 30 minuts de la reaccid, per una concentracié de 6x10° M d acetat
d’ hidrocortisona.

Un factor que podria afectar a la reproduibilitat de les dades registrades és que amb €l
temps un component de la pomada precipités inadvertidament. Encara que aqued fet s'intenta
evitar, utilitzant un dissolvent amb un elevat contingut en cloroform i mantenint una agitacio
condant, s enagun cas esproduis, provocaria unaterbolesaen el medi que afectariaal valor de
I absorbancia d'un mode practicament constant amb la longitud d’ ona. Aquest efecte es pot
corregir facilment [ Levillain, 1986] utilitzant la derivada dds espectres originds enlloc de la

mesura directa de |’ absorbancia. Per aguest motiu, els models de calibracid es construeixen
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utilitzant tant |’ espectre d’ absorbancia com el de la primeraderivada. Per altrabanda, s ha descrit
gue encara que el PLS dgui un S¢ema d espectre complert, en d cas d’una eevada corrdacié
entre la informacié continguda en les diferents variables, pot ser convenient una seleccié
d’ aquestes diminant del model aqueles que no aportin informeacio anditica rellevart. Aqueda
sdeccid esfaescollint diferentsintervals delongitudsd’ onai diferentstemps. A pesar d’aixo, no
S obtenen diferéncies significatives entre ds diferents models assgats, que tan sols produeixen
resutats lleugerament millors quan de lainformacio espectrd es redueix la contribucié de la cua
d’ absorcié del reactiu. Aixi, només es presenten els resultats obtinguts utilitzant els valors
registrats durant els 30 minuts del’ absorbanciai de la primera derivada, enl’ interval de 350-460
nm i 370-480 nm, respectivament. En laconstrucd6 d’ anbdds models s’ utilitzen 3 1 5 factors
respectivament. El fet de qué sigui necessari més d’'un factor, S'atribuex a qué el PLS esta

corregint la desviacié de la cinética de pseudoprimer ordre de les mostres més concentrades.

Ahsorhincia

Figura2.4. Evolucio espectral de I’ ac. d’ hidrocortisona.
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Taula 2.1. Resultats obtinguts en €l's diferents métodes. RSEP(%) de calibracio i prediccio, i €l
valor mig d’ ac. hidrocortisona amb el RSD (%) d’ onze mostres de concentracié 3x10° M.

Velocitat inicid Absorbancia® 1r derivada®
RSEPC (%) 4,02 1,24 0,52
RSEPV (%) 91 1,46 1,01
Mitjana/ mol I* 3,2x10° 3,01x10° 3,00x10°
RSD (%) 15 15 1,8

Nurmero de factors utilitzats en el model: a=3,b=5

A lataula 21 esmodral error estandard relatiu de prediccio obtingut d quantificar el
conjunt de mostres de calibracio i de prediccio mitjancant aquestsmodels PLS, aixi comel valor
migenacetat d' hidrocortisonaobtingut per lesonzemostresdeconcentracié 3x10° M utilitzades
en I’equdi de la reproduibilitat, i el valor de la desviacio estandard rddiva cdculada a partir
d’ aguestes mostres. S’ observa que els resultats obtinguts utilitzant espectres d’ absorbancia o de
primera derivada son practicament idéntics, cosa que confirma que la pomada resta t otalment
dissolta a llarg de la reacci, i que els resultats obtinguts per PLS presenten una exaditud i
reproduihilitat molt superior als obtinguts pel méode dela velodtat inicid dereaccio.

Elsresultatsindividualsobtingutsper les 17 mostresdeprediccid esmostrenalataula 2.2.
Encara que vaies mostres tenen la mateixa concentracio, s'ha de tenir preent que son
dissolucions preparades a partir de pesades diferents, en diesdifererts. Destacaque la precisio de
laquartificacio és nolt bona i equivalent en tot I'interval de concentreacions utilitzat. Donat que
lesresultats son equivalents, s’ haescollit per lasevamajor simplicitat, el procediment que utilitza

el s espectres d absorbancia.
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Taula 2.2. Resultats obtinguts en la quantificaci6 de les mostres de prediccié per modelsPLS.
Numero defactorsPLS. a=3,b=5

Absorbancia (350-460 nm)? 1r derivada (370-480 nm)®

Mostra Afegit (x10° M)  Trobat (x10° M)  Error (%) Trobat (x10° M)  Error (%)

1 1 0,99 0,9 1,01 -0,7
2 2 2,00 -0,2 2,01 -0,5
3 3 2,97 1 2,99 0,4
4 3 3,01 -0,5 3,00 -0,1
5 3 3,04 -1,2 3,06 -1,8
6 3 3,06 -2,1 3,04 -14
7 4 4,01 -0,2 3,95 1,3
8 4 3,99 0,2 4,00 0,1
9 4 4,05 -1,2 3,98 0,5
10 6 5,90 1,6 5,92 1,3
11 7 6,84 2,3 6,84 2,4
12 7 7,18 -2,5 7,09 -1,2
13 7 7,20 -2,9 6,99 0,2
14 9 8,92 0,9 9,01 -0,1
15 9 8,98 0,2 8,98 0,2
16 9 9,04 -0,4 8,99 0,1
17 9 9,00 0 8,89 1,2
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11.4.3. ANALISI DE L’ACETAT D’ HIDROCORTISONA EN HEMORRANE®

Desprésde comprovar que el métode cinéticproposat proporcionamolt bonsresultats en mostres
preparades en el laboratori, ' gplicaal analisi del preparat farmacéutic Hemorrane® de dos lots
de producci6 diferents. Aquests resultats, conjuntament amb es obtinguts pel metode de la
velocitat inicial dereaccid, escomparenalataula2.3 ambelsvalorstrobats per HPLC. Esmostra
el contingut mig (en mg per g de pomada) en cadalot, amb el seuinterval deconfianga( = 0,05).

S observaque esvalors mitjostrobats per I’ aplicacié dd model PL Scoincideixenambels
trobas per HPLC, pero que la precisio del métode cinetic és clarament mgor. Aquest fet sSha
confirmat mitjancant un test F per un nivell deconfianca del 95%. En canvi, dsvalors ohtinguts
en el méode delavelocitat inicial de reaccio, difereixen dgnificativament dels valors trobats per

HPLC en un dels lots.

Taula 2.3. Contingut d’ ac. d’ hidrocotisona (mg g* de pomada).

Métode cinétic HPLC
velocitat inicia moddl PLS
Lot K 04 14,4+ 0,8 143+ 0,3 143+ 0,9
Lot K 51 13,2+ 1,3 14,4+ 0,3 143+1,0
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I1.5. CONCLUSIONS

S ha demostra el gran potencia analitic de la simbiosi entre un registre multiparamétric d'un
senyal cinétici d' una calibracio multivariable per PL S. Inclis en sigemestan aparentment simples
com |’ objecte d estudi en aquest treball, la utilitzacié de tota la informaci6 registrada permet

millorar deformamolt considerablel’ exactitudi precisié delsmetodescinéticsconvencionas, fent

dels métodes cinétics procediments competitiusfront el mé&ode HPLC, en el's casos enque, com
en el present, sigui necessariaunaetapapreviad extraccio del’ andit d una matriu complexa. La
possibilitat d’ anditzar |a mostraen fase homogeénia, reduint a minim la sevamanipulad 6, permet

millorar consider ablement la precisio deI’andisi.
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