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CAPITULO I
INTRODUCCI ON.

Desde el punto de vista biofarmacéutico, es deseable que los
pro;:lu:(.cs medicamentosos existentes en el maercado, presenten
minimas diferencias en cuanto a su blodisponibilidad dado a que es
una caracteristica determinante del inicio, duracién e intensidad
de la accidén de un farmaco y se relaciona directamente al poder
terapéutico de un medicamento.

El diazepam es un agente psicoactivo ampliamente utitizado como
ansiolitico, como relajante muscular y come anticonvulsivo. De
acuerdo a los criterios establecidos por la FDA (13, el diazepam
es un fArmaco que tiene un alto riesgo potencial para presentar
prcblemas de blodisponibilidad. Se sabe por estudios realizados en
otros paises C 2,3 ) que numerosoes factores tanto de formulacién
come del proceso de fTabricaciédn pueden coriginar alteraciones en la
disolucidn, as{ come en la biodisponibilidad de este farmaco a
partir de las formas farmacéduticas sdélidas, provocando niveles
subterapéuticos o bien niveles muy elevados que pueden traducirse
en fallas clinicas ¢ 4 J. A la fecha, la FDA ha establecido los
requisitos necesarios para conduclr los estudios de
biodisponibilidad de comprimldos que contienen diazepam C¢ 8 O,
donde se mencionan como w®estudios *“in vitro™, 1la prueba de
uniformidad de contenido y la prueba de disolucién bajo las
condiciones USP para unidades del mismo lote que habri de ser
utilizado en el estudio "in wvivo".

Considerando que una vez disuelto el diazepam se& absorbe
rapidamente, es posible pensar que el proceso de absorcién pudiera
estar limitado por la velocidad de disolucién.

Dentro de los estudios realizados en otros paises para comprimidos
de diazepam, la biodisponibilidad del farmaco ha sido estimada
tanto después de una dosis dnica al igual que al estado
estacionario después de dosls repetidas. A pesar de que diversos
productos que contienen diazepam han sido retirados del mercado en

nuestro paf{s, a la fecha existen seis laboratorios diferentes que



medicamentos que contienen diazepam, ya sea como
monoférmaco o bien combinado con otros férmacos. En estudios
anteriores reallzados con producteos elaborados en México, se
encontraron marcadas diferencias en la disolucidén de diversos
productos comerciales ¢ 6, 7 2. En base a estos resultados, se
considerd que dichos productos podrifan presentar igualmente
diferencias en su biodisponibilidad,
En vista de que a la fecha no se ha reportado ningén estudio de
biodisponibilidad <on productos comerciales nacionales, fue
nuestro interés llevar a cabo un estudio de bicequivalencia con
tres marcas comerciales de comprimidos de diazepam en comparacidén
con el producto innovador Valium Roche ¢ Suiza 2. El estudio se
llevé a cabo en paclienles, determinando los niveles alcanzados al
estado estaclonario por las tres formulaciones comerciales en
comparacién al producto esténdar. Dicho estudico permitid ademas,
establecar las concentracicnes plasmiticas alcanzadas al estado
estacionario en pacientes, siguiendo el régimen cominmente
recomendado en la clinica, lo cual reviste también gran
importancia., ya que en nuestro medioc no existe ninguna informacién
al respecto.



CAPITULO II
GENERALIDADES.

2.1. Nombre Quimico.

7-cloro- 1,3 dihidro- 1- metil-S fenil- 2 H-1,4,- benzodiacepin-2

ona.
Sinénimos: diacepam. valium, atensim. tensium.

2.2. Férmula Condensada 1
C,s Hea C1 N, O

2.3. Férmula Dexzarrollada 3

2.4. Peso Molecular :
284.78

2.5. Propledades Fisicoquimicas s

2.5.1. Descripcién :
El diazepam es un polvo cristalino, amarillento, préicticamente

inodoro y de sabor amargo.



2.8.2. Punto de Fusidn :
131 - 138 %

2.9.3. Solubilidad :

El diazepam es soluble en cloroformo, etanol, dioxano y 4#ctido
clorhidrico diluf{do. Es insoluble en agua .
Los datos de solubllidad a temperatura ambiente se resumen en la
siguiente tabla:< 8 D.

Solvente Solubilidad mg/mlL
Agua 0.08
Eter de petrélec ( 30°-80<2 0,80
Propilenglicol 17.00
Eter 18.00
Isopropanol 120.00
Etanol 83 % 41.00
Acetona 125.00
Banceno 220.00
Dimetilacetamida 200,00
Cloroformo $S00. 00

2.8.4.Constante de disociacién :
El pK, para el diazepam ha sido determinado espectrofotométrica_
mente, obteniéndose un valor de 3.4.C 8 2.

2.9.9, Espectro de Absorcidén al U. V.

En alcohol Acido, el diazepam exhibe tres méximos de abscorcién, a
242 “2nmC 2 =100>. 289 12 nmC a =43.75 y 388 L2 m C a =
14.5 J,Los minimos se observan a 221 2 nm. 286 2 2 nm y 334 ta

nim.

TR

En HC1 &N los méximos de absorcién se encuentran aproximadamente
a 242 nm y 287 nm; en H,SO, 0.1 N, los méximos estan on 24inm

(g 1%= 1402 3, 284 nm C E %= 700 2, y 358 nm CE o+ *17QD.

tcm icm 1cm



2.5.68. Espectro de Infrarroje.

El espectro de infrarrojo, determinado en disco de KBr presenta
los siguientes picos principales; A 1881, B 1484, y C 1313.C
cm=13,

2,8, 7.Extraccion :

El diazepam es extrafido de sus soluciones acuosas alcalinas  por
solventes organicos.
2.9.8.Coeficiente de distribucién :

El coeficiente de distribucién del diazepam entre octanol y
sclucién amortiguadora de fosfatos C pH 7.4 , 0.08M 23, a 25% es
de 831,



2.6. Farmacodinamia.
2.6.1, Introduccidén .

El diazepam pertenece al grupo farmacolégico de las
benzodiacepinas, farmacos de eleccidn para una gran variedad de
indicaciones cli{nicas, como son el tratamientoc de la ansiedad, y
en la induccién del suefio; también son efectivos como relajantes
musculares y anticonvulsives. Estos efectos, actualmente bien
documentados, junto con sy alto nivel de seguridad, los han hecho
gozar de popularidad mundial. Desde que la primera benzodiacepina,
el clordiacepdxido, fue introducido en 1la clinica, se han
introducido otras 30 benzodiacepinas, las cuales han sido
utilizadas por m&s de S00 millones de parsonas a nivel mundial.

2.8.2.. Accién farmacolégica y mecanismo de acciédn

El dlazepam ejerce una accidén calmante o sedante en pacientes con
sintomas y signos de ansiedad y tensién.

AGn cuando no se han establecido los sitios de accién molecular o
ceiular se piensa que actda en forma relativamente especifica
deprimiendo el sistema limbico y disminuyendo as{i la reactividad
emocional y las manifestaciocnes somiticas dque acompaffan a la
emoclién. A pesar de que el diazepam es efectivo en el tratamiento
de paclentes con agitacién aguda originada por la supresién de la
ingestién de alcohol, deberé& ser utilizado con suma precaucidén en
el tratamiento del alcoholismo.

Los espasmos musculares asociados con desérdenes agudos del
sistema musculoesquelético y algunos desérdenes neuromusculares,
agudos y crénicos, pueden responder al efecto sedante del
diazepam.C 9 ), éste al igual que el resto de las benzodiacepinas,
deprime los reflejos polisindpticos en mayor proporcién que los
monosinipticos, pero ambos son modificados.



Actia tanto a nivel supraespinal como a nivel de médula. Existen
datos que indican que las benzodiaceplinas estimulan receptores de
glicina en el sistema nervioso central. La glicina probablemente
funciona como transmisor inhibidor en el sistema nervioso central
Yy l'a capacidad de estos compuestos para imltar su accién puede
contribuir a sus efectos depresores sobre la actividad motora

excesiva. € 10 DJ.

El diazepam, junto con el nitrazepam y clonazepam, son farmacos
importanies en el control de la epilepsia. Los tres son Gtiles en
la epilepsia mioclédnica por Inyeccién intravenosa .En 1977 se
doemostré la existencia de sitios de unidén espec{ficos para las
benzodiacepinas en el sitema nervioso central y pronto hubo
suficioente evidencia de que estos sities de gran afinidad
esterecespeci{fica comprendfan los receptores funcionales mas
relevantes de este grupo.

Los descubrimientos iniciales electrofisiolégicos que sugerian
que estos farmacos ejerci{an su aceidédn por un aumento de la
Lransmisién GABAérgica, han sidoc verificados por la técnica de
“untdn al ligando'” ¢ 11 3. La hipdtesis actual sugiere la
existencia de un complejo supramclecular de GABA y receptores de
benzodiacepinas, junto con un canal protelco para iones cloruro.
El diazepam actGa promoviendo la apertura del canal de iones
cloruro, lo cual favorece la potenciacién de la transmisidn
GABAérglica y consecuentemente da lugar a los efectos usuales de

este farmaco.



2.7. FARMACOCINETICA.

2.7.1. Absorcidén :

Después de la administracién oral, el diazepam es rébldamnbo
absorbido, alcanzando concentracicnes plasmiticas maximas dentro
de los 30 a 90 min . Con dosis de 8, 10 y 80 mg de diazepam, se
han obtenido niveles plasmiaticos maximos de 145 ngsml C 110-180Q
ngsml), 218 ngs/ml C 130-300 ngs/ml 2 y 370 ngsml C 300-800 ng-ml>,
respectivamente C¢ 12 - 17 J. La absorcidén es précticamente
completa, como 1o indican los resultados obtenides al comparar las
4freas bajo la curva de concentraciones plasmiticas obtenidax
después de la administracidén oral intravenosa de diazepam C 18 3.
La biodisponibilidad de comprimidos de Val iumR fue del 75% en dos
voluntarios € 19 3. El alccholismo crénico, o la administracién de
morfina, fetidina., o atropina pueden alterar la absoreién ¢ 20 DJ.
As{ mismo, los antifcidos o los alimentos pueden afectar la
valocidad de absorcisén del diazepam € 21 D,

La ingestién de metoclopropamida C 22 ) y posiblemente de alcohol
€ 23,24 D pueden aumentar la abscrcidén.

2.7.2. Administracién Intravenosa

Después de la administracién intravenosa de dosis de 10 y 20 mg de
diazepam en voluntarics sancs, se obtienen concentraciones de 700
y 800 ngs/ml y de 1100 y 1607 ng~” ml respectivamente (12,15>. Haram
y col.C 23 2 estudiaron las concentraciones plasméticas
inmediatamente después de la administracidn intravencsa de 30 mg
de diazepam durante el parto. Después de 55 segundos, se sncontré
una concentracién de 1047 ngs/ml y a los 139 segundos después de la
administracién, se alcanzd una concentracién promedio de 991
ngs/ml. Estos datos indican que en mencos de 1 minuto se alcanzan
concentraciones superiores a los 800 ng-/ml , que [ ] la
concentracidén minima requerida para el contreol de la crisis. En
niffos, con dosis de aproximadamente 0.2 mg/Kg de peso, se pueden



alcanzar concentraciones alrededor de S00 ngs/sml €28, 27>. En dos
recién nacidos, a los 5 minutos después de la administracién de 1
mgs/kg & de 0.1 mg-kg, se encontraron concentraciones entre 9 775 a
10 BOO ngsml ¥y 2 750 a O 450, respectivamente C 28 D.

2.7.3. Administracidén Intramuscular.

En adultos, se obtienen concentraclones plasmiticas miximas entre
38 a 300 ngs/ml dentro de loe= 30 a U0 minutos después de la
administracién intramuscular de 10 a 20 ng/m! de diazepam C
18,20,30,31 . '

El uso de esta via de administracién es poco recomendable, debide
a las grandes variaciones encontradas en las concentracliones
plasméticas, al igual que un retardo en la absorcién, lLas fuentes
de variaclién incluyen el sitio y profundidad de Inyeccién, el
tamafio de la aguja, etc,C 14 2, En reclén nacidos y en niffos hasta
de 12 aMos., después de la administracidn intramuscular se obtienen
resultados menos erraticos y concentraciones superiores a los S00
ngs/ml dentro de los primeres 10 minutos. Dentro de los 10 a 80
minutos despudés de la administracién de 0.24 a 1.0 mgrkg, se
obtienen concentracicnes plasmiticas miximas entre 208 a 1400
ng/sml ¢ 26,28,32 2>, sin embargo, estos datos difieren de los
encontrados por otros autores, estando en funcién del vehiculo
empleado , por lo cual es preferible utilirar la wvia intravenosa

en caso de emergencia.
2.7.4. Administracién Rectal.

La administracién de 0.8 mg/kg 6 de 1 mg/kg de solucidn de
diazepam en tubos rectales, produce concentraciones plasméticas
maAximas de 300 a 800 ng/ml dentro de los primeros 4 a 489 minutos y
de 800 a 1400 ng/ml daspués de 10 a 60 minutos de la
administracién, En infantes y niffos menocres a 11 afos, las

concentraciones de 500 ng/ml requeridas para el control de la



crisis aguda, se alcanzan entre los 2 a 8 min. € 26,28,32,33,34 3.
En conﬁ-asta. los supositories no son adecuados para el
tratamiento agudo de la crisis en los niffos € 20,33 > o en los
adultos € 31 ), debido a que e retrasa el tiempo para aleanzar la
concentracidén plasmitica maxima ademis de obtener concentracicnes

bajas del fArmaco.

2.7.4. Distribucidn 3

Despuéds de que la concentracidn plasmitica méxima ha sido
alcanzada, se puede observar una cafda biexponencial de las
concentraciones plasmAticas obtenidas, por lo que el modelo
generalmente empleado para describir la disposicioén del diazepam
es un modelc abierto de dos compartimentos ¢ 35 D). La fase iniclal
de distribucidén presenta una vida media de aproximadamente 1 h.Se
ha propussto un modeloc menos utilizado de tres compartimentos, con
un compartimento profundo adicicnal ¢ 18,368 ). En 1883, Jack y
Colburn C¢ 37 ) combinaron este modelc con el de dos compartimentos
para ol metaboliteo de diazepan, el N-desmetil-diazepam,
estableciendo un modele de S compartimentos para describir la

farmacocinética global del férmaco.

Como resultades de su bajo pK, y su car&cter lipofilice, el
diazepam se distribuye rapidamente a los tejidos y cruza 1la
barrera hematoencefilica. Despuds de una hora de la administraciédn
intraperitoneal de 0.8 mg-/kg en ratas, el diazepam se localiza en
higado, riffones, corazén, pul mones, Y tejldos muscul ar,
peri-renal y adiposo en concentraciones mayores a las plasméticas
¢ 38 J. En el hombre, despudés de 30 a B0 minutos de la
administracién intravencsa, el diazepam se acumula en el tejido
adiposo ¢ 38 ) lo cual debe ser un factor importante a considerar
el disefio deol régimen de dosificacién en paclientes cbesos.

10



Basédndose en su efecto antiepiléptico sumamente rapido, el cual es
observade incluso después doe soegundos de la administracién
intravencsa, se puede asumir wuna penetracién muy répida  del

diazepam a)l cerebro humano.

Tanto el diazepam como el N-desmetildiazepam se encusntran
fuertemente unidos a las protef{nas plasmiticas, principalmente la
albGmina € 98.0 a 97.0% en voluntarios sanos) € 39,40 ).

La constante de asociaclén aparente K oo o5 de 1.3 x 10_4 M_ien
suero normal ¢ 41 O.

El alto grado de unidén es el responsable de que el diazepam se
distribuya en muy baja proporcién dentro de los eritrocitos,
resultande en una relacidn sangre~plasma de 0.58 t o0.15 ¢ 19 2.
Las concentraciones en saliva y liquldo cefalorraquideoc son muy
bajas € 2 a 3.5 % 2, dado a que representan la fraccidén libre ¢
42~44 D, la cual es independiente de la concentracién plasmAtica
total C 45 5.

En enfermedades hepaticas 6 en uremia la unién se ve afectada,
spe Mmenor de 0.9 6 0.2 x 10 4y Tt
respaectivamente. € 41,48 ).

resultando en una K

Con respecto a la influencia de la edad y del sexo scobre el
porciento de faArmaco unido a protefnas plasmAticas, los resultados
contradictorios, sin embargo se ha establecido que el cociente de
farmaco unidos/ farmaco libre es lInversamente proporcional al
logaritmo de los Acldos grasos no esterificados presentes en el
plasma y directamente proporcional a la concentracidén de albGmina
plasmatica C 47 ).

Después de la administracién oral de la misma dosis de diazepam,
se ha encontrado uma gran variacién interindividual en las
concentraciones plasméticas del férmaco. la cual ha sido atribuida
a las grandes diferencias que existen en el volumen de
distribucidén del mismo C 48 3.

En voluntarjios sanos de 25 a 43 afos, los valores del volumen de
distribucién del compartimento central se encuentran entre 1.6 a
3.2 1l-kg.

11



La edad, el sexo y algunas enfermedades hepéAticas pueden afectar
el volumen de distribucién del diazepam, alcanzando valares
mayores en mujeres y anclianos, ¢ 36 J.Las diferencias encontradas
por Greenblatt y col.C 49 ) en las concentraciones plasmAticas y
en el volumen de distribucidn , debidas al sexo ., no pudlloron ser
corroboradas por Swift ¥y col, € S0 3. En cirrosis hepatica y
hepatitis, el wvolumen de distribucién presenta un valor mas
elevado, debido a una disminucién en la unién a protefnas
plasmiticas. La ingestién simultinea de etanol pusde disminuir el
volumen de distribucién. € S1 D,

Después de la administracién de alimento, puede aparecer un
segundo plico, mis pequefo, en la concentracidén plasmitica. EL
mecanismo de la redistribucién no ha sido aclarado. Se ha sugerido
un cambie¢ en la unidn a protefnas plasméticas e iIncluse a una
recirculacidén enterchepitica, perc a la fecha no se ha podido

establ ecer adecuadamente C 52 ).
2.7.5. Eliminacién.

La via principal de eliminacidén del diazepam es la
biotransformacién.

Los principales pasos de biotransformacidn del diazepam son la N-
desmatilacién en N-1, para dar lugar al N- desmetil-diazepam, que
es metabolizado posteriormente por oxidacién en la posicidén C-3 a
oxazepam, y la oxidacidén directa de diazepam en el C-3 a N-
metiloxazepam, antes de la desmetilacién ¢ Fig I D, Los compuestos
oxhidrilados son excretados como glucurénidos, mientras que el N~
desmetildiazepam es excretado en forma conjugada y sin conjugar.
El glucurdénido de oxazepam es ei principal metabolito encontrado
en orina del hombre. Los microsomas hepiticos son el sitio
principal de biotransformacién., El N-desmetildiazepam representa
un metabolito muy importante ya que posee actividad
antiepiléptica, sedante, hipnética, y ansiolitica C 53,54 1.

iz
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Se ha demostrado que los tres metabolitos, N - desmetildiazepam,
matiloxazepam y el oxazepam. ejercen una actividad farmacolégica
sobre el sistema nervioso central similar a la del compuesto
coriginal. A partir de la evaluacién comparativa del efecto de los
tres fArmacos, el N-desmetil —~ diazepam presentd la mayor
a:Lilv.ldad, a excepcién de la actividad relajante.

&l oxazepam también presenta propiedades antiepilépticas
importantes en el hembre, sin embargo, debide a sus
concentraciones tan bajas en plasma, tanto el oxazepam como el
N-metiloxazepam no contribuyen significativamente al efecto
antiepiléptico durante al tratamiento con diazepam. La

biotransformaci{én del diazepam es dependiente de la edad.

La vida media aparente de elimlnacidén en voluntarios smanos es de
aproximadamente 1 a 2 dias, la cual puede prolongarse a mis de 100
hs en ancianos ¥y en pacientes con enfermedades hepéticas. En
pacientes tratados crénicamente con farmacos antlepilépticos que
son inductores enzimaticos, la vida media de eliminacién es
aproximadamente un 30% mis corta, correspondiendo a una velocidad
de depuracfion metabdlica mas elevada. La vida media de eliminacidén
es independiente de la dosis, no existiendo evidencia de una
cindtica de orden cero ( 585 ).

Cuando se compard la administracién de una dosls Gnica contra una
dosificacién repetida en humanos, se encontréd una vida media
similar e incluso mAs larga, lo cual indica que el diazepam no
induce su propio metabolismo como se hablia sugerido anteriormente
€ 18,55 D.

Du.rant.e la administracién crénica de diazepam a voluntarics sanos
6 a pacientes C 15- 20 mg diarios J, los niveles promedio en el
estado estacionarioc se encuentran entre 200 a 1000 ng/ml para el
diazepam y 120 a 1070 ng-/ml de N-desmetildiazepam en un lapso de

1 a 2 semanas € 18,40,53,56 ). En paclentes con epilepsia,
tratados con otros farmacos antiepilépticos se encontraron

concentraciones entre 100 a 500 ngsml.
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La velocidad de eliminacién es dependiente de la edad. Los recién
nacidos prematuros presentan una vida de eliminacién més larga que
los nacidos en término. En contraste, los niffos presentan una vida
de eliminacién mas corta., que probablemente se deba a una
depuracién aumentada. Los anciahos muestran una vida niedia de
eliminacién més prolongada, principalmente por un cambio en el
volumen de distribucidn, Los padecimientos hepAticos pueden
disminuir la depuracién y aumentar el wveolumen de distribucidn, con
lo cual puede haber un aumento de 2 6 hasta 5 veces de la vida
media de eliminacidén ¢ 57 > mientras que la ingestidn de alcohol
en ausencia de dafo hepAtico importante, puede acelerar la
eliminacidén del diazepam ¢ £8 J.

En el hombre, aproximadamente entre el 82 al 73% de la dosis
administrada de diazepam es excretada en orina y un 10 % en las
heces ¢ 36 J.los principales matabolitos encontrados en la orina
son el glucurdnido de oxazepam y el de N- desmetildiazepam,
mientras que los metabolitos conjugados de N- metiloxazepam y el
N- desmetildiazepam son de menor importancia.

En 1973 Kaplan observé que después de una administracién I.V., el
N~desmetildiazepam es excretado en cantidades mayores a las
obtenidas después de una administracién por via oral, sugiriendo
un afecto de primer paso, que concuerda con lo repeortado por Klotz
€ 859 0 quien indica una biodisponibilidad del 75%.
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2.8. CONCENTRACION PLASMATICA TERAPEUTICA.

Dasberg encontré que se requiere una concentracién plasmitica al
estado estacionario de 400 ng-ml para leograr el efecto ansiolitico
delA farmaco € 53 ), sin embargo en otros pacientes se han
cbservado efectos adecuados a concentracionss de 270 ngs/ml. La
relacién entre las concentraciones plasmiticas de diazepam y el
control de las crisis epilépticas se basa an estudios
prospectivos, en los cuales la concentracidén plasmitica del
farmaco se monitorea antes y durante el control de la crisis. sin
embargo, existe muy poca informacidén al respecto.

En un estudio se encontré que después de la administracién
intravenosa de 0.14 a 0.34 mg-kg de diazepam a tres niffos de 4, 5,
y 15 aflos, el contrel inicial de las crisis focales se cbtiene al
alcanzar concentraciones plasmiticas de diazepam entre 300 y 700
ng/ml., ¥y el contrel de las crisis se puede mantener con
concentraciones plasmaticas entre 130 a 180 ngsml.C B8C >. En un
segundo estudio, después de la administracién rectal de 0.12-0.45
mgskg 2 a los 10 minutos después de la administracidén, se logrd
el control de la ecrisis con concentraciones plasmaticas de 183-
1135 ngsml € 28 3. Otros dos niffos requirieron concentraciones de
250 y 330 ng/ml respectivamente para el control de la crisis. lLas
diferencias tan marcadas en las concentraciones terapéuticas entre
pacientes puede ser el resultade del tipo de severidad de la
epilepsia, lo cual sugiere que las epillepsias focales primarias
generalizadas probablemente requieren diferentes concentraciones
para el tratamiento tanto agudo comoe crénico.

La ineficacia relativa durante el tratamiento oral del diazepam
puede reflejar ademAds el desarroclo de tolerancia durante los
primeros meses de tratamiento ¢ bien a la existencia de
concentraciones subterapéuticas . Esto sugiere que el monitoreo
terapéutico del diazepam puede ser de gran utilidad cuando no se

obtiene el efecto deseado o cuando existen efectos secundarios.
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Las concentraciones plasmaticas téxicas se encuentran sobre los
1000ng/ml de diazepam y 2000 ng-mL de N- desmetildiazepam. aunque

no se cuenta con informacién definitiva C B1 ).

2.9. EFECTOS SECUNDARIOS RELACIONADOS A CONCENTRACION PLASMATICA.

La sedacién es el efecto secundario mAs destacado del diazepam
durante la medicacién oral crdénica; también son frecuentes la
ataxia y la falta de coordinacién. Estos efectos ocurren en su
mayor parte al inicio del tratamiento en un 40 a 0 % de 1los
pacientes y desaparecen con reduccidén de la dosis .

Existe una buena correlacién entre la concentracién plasmitica del
diazepam después de una dosis Gnica de diazepam y los efectos
sedantes. Niveles de 200 ng-ml producen cansancic y suefio ligera.
La mayorfa se duerme profundamente a los 18 minutos después de la
administracién intravenosa, cuando los niveles alcanzan valores de
1200 ng/ml. En algunos casos, la deficiencia de la capacidad
aritmética. visién bororosa y amnesia persisten durante las
primeras 2 horas, hasta que las concentraciones alcanzan valores
inferiores a 450ng~-ml ¢ 17 J.

De actterdo a Morselll, la aparicién de efectos secundarios tales
como ss.-mnolancia marcada, marecos, wvértigo, ataxia y disturbio en
el comportaminetc general, se asocia a concentraciones mayores a
800-1000 ngs/ml ¢ B2 3. Otros efectos inconvenientes incluyen
disartria, vahfdos, falta de atencidén e hipotonfa. De cuando en
cuanda hay excitacién. Los efeclos seobre la conducta son variados,
pero han inclufdo crisis psicéticas agudas. Puede presentarse
aumento de apetito con ganancia de peso, 6 anorexia con pérdida de
peso.

En niffos es comlGn la irritabilidad, falta de atencién, sedacién e
hipotonfa C 28 ) y puede estar relacionada a la acumulacién del
N~desmetildiazepam C 33 ), En niffos puede ser molestoc el aumentc

de las secreciones salival y bronquial.
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Los efectos secundarios mis severos, aunque poco frecuentes son:
apnea, hipaotensidén, paro cardfaco. Sin embargo, la adiministracidén
intravencosa lenta no produce hipotensién ni hipoventilacién de
importancia clinica.

Algunos factores de riesgo incluyen el tratamiento con otros
farmacos tales como sedantes, barbitdricos, lidocafina, epinefrina,
metacualona. clordiacepéxido y amobarbital. Otros factores como la
edad y enfermedades hepaticas, aumentan la sensibilidad al
disminuir la eliminacién del farmaco.

Dosis masivas de diazepam pueden originar paro cardfaco,
hipotensién, apnea y coma, s=in embarge algunos pacientes
intoxicados que presentaron concentracionas de 20000 ng-/ml de
diazepam y 5000 ng/ml de N-desmetildiazepam han logrado
sabrevivir, La recuperacién después de una sobredosis ha sido

atribufda a una toleranclia al efecto depresor del farmaco € B3 ).

2.10. Tolerancia.

El término "tolerancia", se refiere convencionalmente al efecto
disminufdo de una dosis dada de un fArmaco después de su
administracién repetida. Existen & tipos de tolerancia :
tolerancia de * disposicién " 6 “farmacocinética”, y tiolerancia
farmacodinamica ™ 6 "tolerancia del =itic del receptor ". La
primera se refiere a la modificacidn de las propi edades
farmacocinéticas del farmaco despusés de la exposicién prolongada
al mismo; la segunda se refiere a la adaptacién en el sentido de
que la concentracién en el sitio del receptor de un firmaco dado,
puede dar lugar a diferentes efectos dependiendo del tiempo de
exposicién a &ste. La tolerancia cruzada es aquélla en la cual la
exposicién a un farmaco da lugar a tolerancia no sdélo a diche
f4drmaco, sino a otros fArmacos portenecientes al mismo grupo

quimico ¢ blen a otros farmacos diferentes ¢ 64 D,
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La tolerancia a los efectos sedantes de las benzodiacepinas en
animales ha sido demostrada en numerosos estudios, sugiriendo que
después del tratamiento de 10 dfas con dosis moderadas se presenta
desarrcollo de tolerancia al efecto ansiolftico ¢ 89 2. Diversos
estudios han demostrado el desarrollo de tolerancia y Lélerancia
cruzada a los efectos sedantes del diazepam, afmn después de un
tratamiento de s6lo una semana a las dosis comnmente empleadas.
Existe informacidén respecto al desarrcllo de cierto grado de
tolerancia en ®! humano a los efectos sedantes del diazepam. en el
caso de administracidn maltiple 6 en intoxicacién ¢ S8 D. Se ha
demostrado que después de 4 dfas de la administraciédn intravenosa
de diazepam. persiste cierta tolerancia al farmaco ¢ 68 ). Por
otro lado, se ha demostrado que pacientes que utilizaron diazepam,
peor lo menos un aflo antes del tratamiento, requirieron dosis mas
elevadas para lograr el efecto adecuado durante la premedicacién
para endoscopfa C 67,68 O.

Se ha demostrade el desarrollo de tolerancia y de tolerancia
cruzada a los efectos psicomotores del diczepam Yy otras
benzodiacepi nas, después del tratamiento subagudo ¢ 88 5.

Algunos autores han propuesto que lox metabolitos del diazepam,
principalmente el nordiazepam € N- desmetildiazepam D, pueden
estar involucrados en el desarrollo de tolerancia al diazepam bajo
dosificacidn mGltiple., modificando sus efectos ¢ 89 D,

El tratamiento previo con nordiazepam C N- desmetildiazepam? no
disminuye significativamente los efectos psicomotores del
diazepam, indiecando que dicho metabolito no interviane
significativamente en el desarrollo de la tolerancia del compuesto
original. Adicicnalmente se ha demostrado un aumento significative
de las concentraciones plasmiticas, independientemente del
pretratamienta con diazepam u otras benzodiacepinas, lo cual
indica que la tolerancia en este caso es de naturaleza
farmacodinémica y no farmacocindética € 68 ).

Diversos {informes clinicos sugleren que el diazepam puede perder
parte de su efecto antiepiléptico, después de un tratamiento de
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4- 8 meses,en aproximadamente el 40 * de todos los casos , sin
embargs , os posible la existaencia do un cambio on la severidad
del padecimiento independientemente del farmaco.AGn se desconoce
el mecanismo que involucra el desarrolleo de la tolerancia a
benzodiacepinas, Existen estudios realizados en animales , en los
cual:es no se ha podido demostrar cambio algunc en el ndmerc & en
la afinidad de los receptores, mientras que otreos autores han
reportado una disminucién en el ndmero de receptores, después del
tratamiento crdnico ¢ 70 2; sin embargo, estudios mAs recientes
apoyan una disminucién en la sensibilidad GABA-pastsindptica, mas
que una disminucidén en la densidad del receptor ¢ 71 J.

2.11. Dependencia .

Existen pocos datos reportados de dependencia a las
benzodiacepinas durante las primeras décadas de su use , sin
embargo en 18681 Hollister C 72 ) demostré la presencia de sintomas
de abstinencia después de la suspensién dréstica de altas dosis de
benzodiacepinas. Estudios mis recientes han demostrado que atn el
tratamiento de 3 a 4 semanas con dosis terapéuticas de estos
farmacos, pueden dar lugar a dependencia, mani festandose
generalmente por sintomas de abstinencia C 72 ). En adultos se han
informado =intomas de agitacién, ansiedad, temblor aluclinacién y
crisis ténico-cldénicas generalizadas en algunos casos particulares
al suspender el tratamiento con diazepam. ’
Hasta la fecha no se conoce el desarrollo de dependencia en
paclientes con epilepsia tratados crénicamente con diazepam. En
recién nacidos expuestos intrauterinamente al farmace, puede
presentarse el sindrome de abstinencia necnatal despuds del
nacimiento, caracterizado por temblor, irritabilidad, hipertonici-

dad, y aumento lento de peso.
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2.12. US0S TERAPEUTICOS.

El diazepam es el farmaco de elecclén para el tratamiento del
"status epilepticus ", o de las crisis epilépticas recurrentes,
independientemente de la wetioclogfa & del tipo de crisis.
Actual mente se encuentra bajo estudio el uso de tubos rectales de
diazepam en episodios febriles para evitar las convulsiones , los
cuales han sido propuestos come alternativa al tratamiento con
fenobarbital.

Para el tratamiento de emergencia se prefiere la administracidén
intravencsa . Con administracidén lenta se logra detener el 70 a BO
% de las crisis, siendo poco frecuentes los efectos secundarios.
En muy raras ocasiones se ha presentado apnea & hipotensién, pero
es conveniente tenerlo en cuenta sobre todo cuando existen
factores de riesgo presentes ( edad avanzada, corazéh alterado,
enfermedacdes pulmonares ¢ hepdticas, tratamiento con sedantes &
bolo intravencsos trépido ).

El diazepam se utiliza en adultos en dosis de 10 a 20 mg diarios,
para el tratamiento de problemas psiquiidtricos del paciente
epiléptico 1.e. ansiedad, tensidn, episodics psicdticos ceon

insomnio, etc.

a1



2.13. BIODISPONIBILIDAD DE DIAZEPAM.

De acuerdo a los criterios establecidos por la Administracién de
Farmacos y Medicamentos ¢ 1 ), el diazepam eos un farmaco gque tiene
aito riesgo potencial para presentar problemas de
biodisponibilidad dada su baja solubilidad en agua ¢ 0.05 mg~/ml),
as{ como la relacidén tan elevada de excipientes a farmaco con que
se le presenta en comprimidos C >5:1 J.

El diazepam presenta un pKa de 3.4; las caracteristicas de
transferencia del diazepam a través de la membrana invertida de
intestino de rata, son consistentes con una buena absorcién ¢ 18
). Esto suglere que una vez en soluclidn, la permeabilidad (
absorclién 3 del diazepam a través de la mucosa gastrointestinal no
es un factor limitante para la administracién oral del diazepam.
Se ha demostrado que diferencias en la disolucién del f&rmaco
pueden coriginar igualmenie diferencias en su biodisponibilidad.
Numerosos estudios previos han sefalade diferencias en la
disolucién del diazepam a partir de diversas marcas comarciales de
comprimidos ¢ 74,75,78 ). El efecto de algunos exciplentes que son
com@nmente utilizados en la elaboracién de comprimideos, sobre la
valocidad de disolucidén y la biodisponibilidad de este farmaco
también ha sido estudiado con anterioridad C 77,78,78).

En 1974 se realizé un estudio de biodispenibilidad en dosis Gnica
en 16 voluntarios sanos (6 mujeres y 10 hombres 2, patra dos
formulaciones de comprimidos y dos de supositorios (Stesolid y una
fo}*mulacién experimental “Diazepam I11") (80).

Adicionalmente se determiné su velocidad de disolucién del
diazepam empleando agua como medio y canastillas a SO0 rpm . Les
resultados demostraron que existen diferencias tanto entre
tabletas como entre los supositorios en el Ty, ¢ aproximadamente S
min para Stesolid tabletas y supositorios de referencia y mayor a

50 minutos para las preparaciones experimentales). Sin embargo en



ios ‘estudies’ in vivo ée dencon!_ré equivalencia entre Jos 2
preparaciones de tableta’ mientras el casc de los supositorios se

observaron diferencias s&gnyxﬂcau.vas en el t lo cual indica

max*
que no ‘existe una  correlacién directa entre los resultados

obtenidos “in vitro” por estos autores y los estudios "in vive"..

En 1982, Ogata el al. ¢ 3 2 realizaron estudios de disolucidn de
1S preparaciones comerciales de diazepam C comprimidos de 8 mg 2,
utilizando B8 métodos diferentes ( vaso, canastillas rotatorlias,
canastilla oscllante, un  simulador de solubilidad, frasco
rotatorio y canastilla Gnica ). La disolucién del diazepam a pH de
1.2 en todos los productos fue muy rapida; el L5° C tiempo en que
se disuelve el S0% del fArmaco ) fue inferior a los S minutos en
todos los casos, pero a pH de 4.6, los valores de T,, utilizando
el método de canastillas estuvieron comprendidos entre los 3 a 120
minutos, con lo que se demostré que algunas de las preparaciones
de diazepam muestran una disolucién pH dependiente. Cualro de los
productos empleados en el estudio de disolucidn fueron utilizados
en un estudic de biodisponibilidad ¢ dosis Gnica ) en humancs, en
el cual se demostraron diferencias estadf{sticamente significativas
en la velocidad de absorecién € C__. ¥ C‘,z y an J» Peroc no en la
cantidad total absorbida ¢ ABC 2. La concentracidén plasmitica
promedio y la concentracién a una hora presentaron una buena
correlacién con el T,, ¥ T,, determinados por el método del frasco
rotatorio a pH 4.8. En contraste, la velocidad de disolucién a pH
1.2 no presenld correlacién con los parametros in vivo.

Posteriormente se pude demostrar que la acidez del jugoc gastrico
afecta la biodisponibilidad de dicho farmaco, dado que su
disolucién es pH dependiente y especialmente baja a pH entre 3 a
7., con 10 cual se sugiere que para estudios de biodisponibillidad
serfa conveniente medir la acidez del flufdo gasirico de sujetos
tratados con diazepam., a fin de explicar las posibles diferencias
en los niveles plasmAticos del fArmaco. Este factor es importante
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a ccnksid‘e_r‘-.ar'.\ tambié
antiacidos ".ya que
vaclam enLo géstricc

'I.OO s p. me oy empleanr]o HC]. LOI1IN: como medio de disoluclén a a7°%c.
EI. lim.n.e est.ablec.l.do indlca que debe disolverse no menos del 85 %
in embargo a la fecha no ha sido

pﬁ 11&5‘13 referencia g aléuna que - damues'_re la . correlacitdén in

“vivo-in vitra® de 12 nusma. Asiy‘nusmo. la FDA ha establecido los
requisl tos ’ neresarios palv“a" f'conduclf' los estudios de
Biodisponibilidad de ccmpr‘iml‘dos ae diazepam C 10 mg D, en los que
'se recomienda realizar los estudics “'in vitro®”, de uniformidad de
contenida Y la prueba  de disolucidn de acuerdo a las
‘especificaciones de la USP XXI “. Esta prueba deberd realizarse a
unidades del mismo lote que habrd de ser utilizado en el estudio
“in wivo", La prueba USP XXI asf{ como la USP XXII no presentan
diferencias respecto a la USP XX. Para los comprimidos de 2 y S
mg, deber& realizarse el estudio de biocdisponibilidad de los
productos ., & bien podrd ser aprobade si se cuenta con la
siguiente documentacién
a. Las tabletas de 2 y 5 mg presentan una composicién de principio
active y excipientes proporcional a la de 10 mg.

b, Las tabletas de 2 y S my presentan un comportamiento de
disolucidén satisfactoriamente comparable a las tabletas de 10 mg.
c. Se han llevado a cabo estudios i{n vive aceptables para las
tabletas de L0 mg.

Anteriormente se han realizado algunos estudios de diseolucidén de
productos comercitales de comprimidos de diazepam ¢ S mg 2,
elaborados en México ¢ € ). En este caso la prueba de disolucidn

USP no presenté un poder discriminativo adecuado para los 21
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lotes estudiados. Adicionalmente al método oficial se probaren 3
métodos experimentales de disolucién, de los cuales el método que
utiliza el Aparato 2 USP, a 50 rpm, con 800 ml de agua como medio
de disolucién resultéd ser el mas adecuado para diferenciar las
caracterf{sticas de disolucién de los productos. Posteriormente se
evalud la liberacién de diazepam en 3 productos comerciales,
analizando 3 lotes diferentes por ambos métodos C 7 ).

A diferencia del estudio anterior, al utilizar el método USP, fue
posible diferenciar claramente las caracterf{sticas de los
productos. En este trabajo se distinguleron 3 tipos de productos,
unos de baja, otros de mediana y los de alta disolucién ¥y
solamente 3 de los 9 lotes estudiados cumplieron con las
especificaciones de la USP ¢ T ., = 30 min ), todos ellos
pertenecfan a un mismo fabricante.

La  biodisponibilidad del <diazepam a partir de diferentes
formulaclones para administracidén rectal también ha sido cobjeto de
estudio para diversos autores. En 1973, Kanto estudié la
bicodisponibilidad de diazepam a partir de supositorios en
voluntarios sanos. La concentracidén plasmitica méxima después de la
administracién de supositorios fue comparable con !a obtenida
después de la administracién oral de diazepam, alcanzédndose
rapidamente en una hora. El autor llegé a la conclusién de que la
base empleada en el supositorio juega un papel crucial sobre la

absorcidén rectal del diazepam C 16 .

En 1981 Viukari y col. ¢ 83 D compararon la biodisponibilidad
relativa del farmaco en supositorios, respecto a tubos rectales,
en sels pacientes geriatricos hospitalizados ¢ 3 hombres y 3
mujeres 3. La biodisponibilidad relativa de los supositorios con
respecto a los tubos fue de 116 %, sin embargo no se obtuvieron
diferencias estad{sticamente significativas entre el ABC., G otros
parémetros farrmacocinéticos,

La administracién del tubo no presentdéd grandes ventajas frente a
supositorios bien formulados. En este casco no se obsevaraon

diferencias con respecto al sexo de los pacientes.
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Igualmente se ha informado sobre la importancia de la formulacién
en la efectividad del diazepam a partir de preparacicnes
inyectables. En un estudio realizado con una preparacidén en forma
de emulsidn ¢ “Diazemulus "2 en comparacién al diazepam
solubilizado € * Valium 2, las concentraciones plasmaticas fueron
consistentemente mayores para la solucidn ( 84 ). Este estudio se
realizéd en 8 voluntarios ¢ 6 hombres y 2 mujeres D, entre 22-50
afMos .Las Cp 45 .., fueron de 682 z 58 ngsml v.s 480 z 43 ngrml C p
< 0.025) y a los 15 min de 514 + 28 v.s. 380 ~ 33 C p < 0.001 3.
Ltas ABC,~-,,,, fueron respectivamente de 2821 tiQBng/ hs m1i wv.s.
2as7 :177 ngs hs ml para Valium y Diazemulus. ¢ p < 0.001 ). Sin
embargo estos resultados no concuerdan con los de Naylor y col,

quienes no encontraron diferencias en un estudio similar ¢ 85 ).

La comparacidén de la bicdisponibilidad del diazepam en diversos
estudios ha dado di{ferentes resul tados. Esto se debe
principalmente a diferencias en la bicdisponibilidad
interindividual que puede llegar a ser del orden de 30 % C 48 ).

La biodispormibilidad relativa de wuna cépsula de liberacién
controlada en relacidn a las tabletas normales, fue determinada en
un estudio realizado en voluntarios de edad avanzada € 98-74 aRos).
El estudio de dosis dUnica cruzado de 2 vias se realizé en 18
voluntarios, quienes recibieron una cépsula de liberacidn
controlada de 15 mg ¢ una tableta de S mg, 3 veces en un dia ¢
t.1.d. > , a las 7, 18 y 17 hs. Las concentracicnes plasmaticas
permanecieron estables entre las @ a las 24 hs en el caso de la
capsula de liberacién controlada, evitando el pico inicial y las
otras fluctuaciones asociadas con el régimen convencional ¢ S mg
t.i.d. 2. Las 4reas bajo la curva similares, indicaron iguales

cantidades absorbidas entre formulaciones y regimenes. C 86 ).
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La comparacién de los parametros de esta poblacién , en relacidén
con la de adultos jJévenes ¢ 87 ) mostré valores inferiores en las
concentraciones plasmiticas mAximas y una mayor estabilidad de las

mismas .

Tuomisto y col. también determinaron la biodisponibilidad del
diazepam y sus metabolitos en una capsula de liberacién
controlada, comparléndola con la tableta regular ¢ 88 ). En este
estudioc se determiné tanto el diazepam como el N-desmetildiazepam
por cromatograrf{a de gases . As{ mismo se realizé el anslisis de
receptores marcados que determina la actividad total de
penzodiacepinas, y se determiné la concentracidén de diazepam en
saliva. En general las concentraciones plasmiticas fueron menores
para el caso de la cépsula de liberacidén controlada que para la
tableta.

Estas variaciones sin embargo pueden significar una ventaja desde
el punto de vista clfinico, ya que durante la administracién
crénica, se evitard el pilico inicial obtenido con la tableta

hormal.

Dentro de los estudios realizados, la biodisponibilidad dal
diazepam ha sido estimada después de una dosis dnica al igual que
al estado estacionario después de dosis repetidas . La estimacién
de un férmaco después de la dosificacién repetida ofrece ciertas
ventajas frente a la estimacién de una dosis tGnica. En el caso de
farmacos muy potentes, las dosis administradas son del orden de
unos cuantos miligramos, como lo es en el caso del diazepam, por
lo que las concentraciones plasmaticas alcanzadas después de una
dosis Gnica son del orden de nanogramos de manera que se requiere
contar con métodes analfticos muy sensibles. Cuande se administra
una dosificacidén mGltiple, se alcanzan concentraciones mayores, lo
cual facilita el anAlisis de las muestras; en el caso de que el

27



estudio se realice en pacientes. no se requiers suspender la
terapia, evitando el perfodo de lavado, el cual suele ser muy
prolongade en el caso de farmacos con vida media muy larga. Al
permitir cambiar de una formulacién a otra inmediatamente, el
paciente actGa como su proplo control.

Puesto que la biocdisponibilidad es una de los factores mas
importantes que determina la eficacia y seguridad del fArmaco, es
importante conocer el comportamiento in vivo, durante la
administracién clinica del f4armaco.

Kaplan y <ol.C 18 D, demostraron la absorcién completa del
diazepam al ser administrade por via oral y basandose en los
parametros farmacocinéticos obtenidos después de la
administracién de wuna dosis fdnica, estimaron los parfiles de
concentracién plasmética bajo dosificacién maltiple.
Recientemente, Eatman y col. C 35 2 confirmaron los valores
mediante un estudio de dosis malitiple comparando dos regimenes de
dosificacién diferentes, por lo que los datos en el estado
estacionario indicaron caracteristicas reproducibles entre dosis
tanto de disposiclén como de absorcién , y concentraciones
plasmilicas en el estado estacionario comparables para férmaco y
metabolito, tanto en el régimen de B mg 3 veces al dia como 19 mg

una vez al dfa.

Las concentracliones plasmiaticas de diazepam y su metabolito, el
N-desmetildiazepam después del tratamiento con una dosis oral de 3
mg tres wveces al dia fueron Iinvestigadas en 7 pacientes
psiquidtricos € 2 J. En este trabajo se incluyd un estudio cruzado
para evaluar la biodisponibilidad al estado estacionaric de 2
productos comerciales de tabletas de S mg de diazepam y una
suspensién oral en comparacién con el producto de referencia

“Valium”,
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Las formulaciones se adminitraron al azar, la primera formulacién
se administré durante 10 dfas y las tres siguientes por un periodo
de una semana cada una C 7 dias 2. Se incluyé el estudio de
disolucién de las formulaciones usande el aparato 1 USP .en medic
&cido a 50 r.p.m.. No se encontraron diferencias en la disolucidén
de los productos. De su estudio concluyeron que se requiere un
periodo de una semana para obtener niveles estacionarios del
diazepam, cuando se administra crénicamente.las tabletas dieron
lugar a niveles semejantes, mientras que la suspensién mostré
niveles mis bajos al estado estacionario, indicando por leo tanto

una absorecidén incompleta.

Finalmente, Gustafson Y col. < 89 > determinaron la
biodisponibilidad de una cipsula de liberacién controlada en
comparacién a la tableta normal tanto en dosis Gnica como en dosis
repetidas. Igualmente incluyeron un estudio para determinar la
influencia del alimentc en la biodisponibilidad del farmaco.

El objetivo del estudio de dosis Gnica fue comparar los perfiles
plasmiticos de diazepam observados despuds de la administracién de
una cépsula de liberacién controlada € 18 mg) en voluntarios
sanos, tante en ayunas como en presencia de alimento, con los
correspondientes perfiles observados después de la administracidn
en uh dia de las tabletas convencicnales C Valium B mg t.i.d. J .
La tableta esténdar se disolvié completamente en menos de 19
minutos bajo las condicicnes de la farmacopea € USP J; la
disolucién para la cApsula fue gradual y se completé en un término
de 8 a 12 hs. Las 4reas bajo la curva obtenidas para los tres

casos fueron practicamente iguales, indicando una
bicdisponibilidad equivalente.
El objetivo del estudio de dosis miltiple fue definir la

biodisponibilidad de la cépsula después de la administracién
crénica, comparando los perflles de concentracién plasmética tanto
de diazepam como del N-desmetildiazepam, siguiendo la
administracién del estAndar durante 14 dfas ¢ S mg t.1i.d.D y la



cApsula de liberacién controlada por 14 dfias mas € una vez al dia
). Las muestras se tomaron antes de la la. y 3a. administracién
del dfa y a las 1.5 hs Caproximadamente t max Para la tableta
estandar ) después de cada administracidn.

Los , resultados de &rea bajo la curva obtenidos después de la
administracién crénica en un intervalo de dosificacién al estado
estacionario fueron consistentes con el estudio de dosis dnica.
Los autores observaron que en el estado estaclionario, después del
octavo di{a de tratamiento, las concentraciones de diazepam y

N-desmetildiazepam Cppn ¥ € s fueron virtualmente las mismas.

1.5
Los datos demostraron ceoncentraciones plasmaticas virtualmente
ldénticas a estos dos tiempos con ambos tratamlientos. No se

encontraron diferencias en presencia de alimentos.
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2.14. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE DIAZEPAM EN
FLUIDOS BIOQLOGICOS.

‘La determinacién simulténea de diazepam y sus metabolitos en
flufdos bioléglicos ha sido objeto de un gran nGmero de
investigacionas. Para este analisis se requiere contar con
técnicas analfticas muy sensibles puesto que las concentraciones

encontradas durante la terapia generalmente son menores a 1 mg-l,

Cromatograf{a Gas-Lfiquido.

La técnica mas extensamente empleada para la determinacidén y
cuantificacidén de estos compuestos ha side la cromatograffa de
gases, la maycrfa con detector de captura de electrones, debido a
la presencia de un grupo electronegative ¢ €1 ) en posicidén 7 de
la molécula y el grupe carbonile en posicién 2, del anilloc 1-4
benzodiacepinico. Las primeras publicaclones a este respecto
comprendfan la conversién del compuesto original a su
correspondi ente doerivado de O-aminobenzofencona, mas volatil y
sensible al detector de captura de electrones C S0 3.

Sin embargo, a pesar de la sensibilidad de estos métodos , su
especificidad es cuestionable, debido a que los metabolitos del
farmaco pueden dar lugar a los mismos derivados, disminuyendo as{
la exactitud y especificidad del analisis.

En 1978, de Silva y col ¢ 91 ) presentaron la determinacién del
diazepam y otras benzodiacepinas utilizando un procedimiento mais
sencille para la extraccién. La técnica requiere una muestra de 2
ml de sangre. a la cual se afladen 2 ml de solucién saturada de
Na PO, 0.8M, a pH de 12.8, y se extrae con 68 ml de una mezcla de
benceno-clorura de metilens ¢ 9:1 ). Después de centrifugar a
2600 rpm por 15 minutos, a 10°C. se separa la fase orgénica y se
evapora a sequedad. El residuo se redisuelve en nna mezcla de
benceno: acetona:metancl ¢ 80:15:5) y se inyeclan de 10 a 100 ml
al cromatdégrafo de gases, equipado con detector de captura de

electrones.
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Se utiliza una columna de vidriec de 3 pies de largo por 2 mm de
didmetro interno, empacada con OV-17al 2% sobre Chromosorb WCHP)
de malla 80/100. El método permite detectar concentraciones de 1
a 10 ng 7/ ml de plasma.

El método de Berlin y col., ¢ 2 ) describe la extraccién directa
del diazepam y el N-desmetildiazepam usando benceno como solvente
extractor y griseofulvina como estandar interno. Este método
permite determinar niveles terapéuticos plasmaticos en un volumen
de muestra de S0 a 100 ui de plasma utilizande la siguiente
técnica: a 100 pul de plasma se affaden 100 pl de solucién saturada
de KCl y 4 ml de benceno , se extrae por 10 minutos y se
centrifuga. De la capa orgénica se separan 3 ml y se evaporan a
sequedad bajo atmdsfera de nitrégeno. El residuc se reconstituye
con 100 ul de benceno que contiene la griseofulvina y se inyecta
1 pl al cromatégrafo.

Se emplea una ceolumna de vidrio de 6 ples de largo por 3 mm de
diametro interno, empacada con OV~ 17 al 3% sobre Gas Chrom C
80,1003, detector de captura de electrones con Ni 93 como fuente
de radiacién y nitrégenc a 25 ml/ min como gas de arrastre.

Las temperaturas de la columna, inyector y detector fueron:
236°¢, 286°C y 314 °c respectivamente.

Los tiempos de retencién obtenidos fueron: 4 min para diazepam .
89 min para N-desmetil-diazepam y 12.5 min para griseofulvina.

El método presenta resultados satisfactorios en cuante a la
precisién en el anAlisis de las muestras y una linearidad
adecuada hasta 1000 ngs/ml. La concentracién minima detectable es
de 30 ng/ml para diazepam y de 40 ng/ml para N-desmetildiazepam.
Este procedimiento fue reproducido por otros autores con algunas
modificaciones menores, pero algunos presentaban fuentes
potenciales de error. Gamble ¢ S92 D aumenta el tamafo de la
muestra a 200 pl de plasma y después de la extraccién con benceno
separa tunicamente 2 ml de la fase organica a fin de evitar
interferencia con la interfase. Las demis condiciones son muy

parecidas ya que utiliza la misma columna e igual gas de
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arrastre. Las temperaturas del horno, inyector y detector fueron
238° ¢, 270% y 280°C, respectivamente. )

Los tiempos de retencidén para diazepam. N-desmetil diazepam y
griseofulvina bajo estas condicicnes son respectivamente: 2
minutos, 3 minutos 10 segundos y 7 minutes 20 segundos.la
linearidad del método abarca de 100 a 400 ngrsmi para diazepam y
de 200 a 800 ngrml para N-desmetildiazepam; sin embargo, los
cromatogramas de Gamble presentaban picos asimétricos para el
metabolito v la griseofulvina ¥ considerando que las
concentracicones fueron calculadas en base a la altura de los
picos, este factor puede aumentar la posibilidad del error
anali{tico.

Igualmente. Arnold € 80 3 modifica el método de Berlin para el
andlisis de muestras de 200 a 1000 Ml de plasma, las cuales se
extraen directamente con 3 mli de bencenc y se mezcla por 3 min.
Después de separar las fases., se pipetean 2 ml de fase organica
en un tubo y se evaporan a sequedad en bafo Marfa y el residuo se
redisuelve en 100 u! de benceno conteniendo 0.2 ug/ml  de
clordiacepéxido C esténdar interno ). De la solucién final se
inyectan & pul al cromatégrafo. Esta técnica utiliza una columna
de alumninio de 5 pies de largo por 174 de pulgada de dismetro
interno, empacada con E 390 al3% en diatomita CQ ¢ 100-200 O.
Como gas de arrastre se utiliza una mezcla de argén-metano ¢
9:12, a 100 ml/min, y detector de captura de electrones.

Las temperaturas empleadas son: inyector 300° C. horno 270°¢C y
detector 320°C.

Los tiempos de retencién obtenidos bajo estas condiciones son: 1
minuto para diazepam, 0.88 min para oxazepam; 1.33 para
N-desmetildiazepam ; 2.19 min para hidroxidazepam y 5.4 min para
el clordiacepéxido.

El porcentaje de recuperacién es del 98 % y la sensibilidad de S
ng-ml.
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Algunos autores han argumentadc que el uso de clordiacepésddo
como estandar interno no es adecuado, ya que se ha encontrado que
es termolébil bajo condiciones cromatograficas similares a las
empleadas por Arnold ¢ 93 J.

Otros métodos existentes en la literatura que utilizan 1la
cromatografia gas-liquido consideran otro tipo de solventes, o
bien cambian la fase estacionaria, con diferentes propésitos.

El método de Howard & Nickless ¢ 94 ), describe un método rapide
para determinar niveles de diazepam y sus metabolitos en orina,
sangre y plasma con relativa rapidez y una exactitud aceptable.
Este métodeo emplea un volumen pequefio de solvente extractor ¢ 200
pML de benzoato de etilo, el cual contiene el estandar interno,
prazepam). para extraer un volumen de 2 ml de muestra. Este
método es aplicable a la determinacién de les compuestos
mencionados a concentraciones similares a las obtenidas en estado
estacionario y no es recomendable para niveles muy pequsfios de
benzodiacepinas, a pesar de la sensibilidad de 10 ngs/ml para
diazepam y 30 ng-ml para N-desmetildiazepam. Presenta ademas el
inconveniente de la formacién de una emulsidén la cual se rompe
por congelacidén, durante el proceso de exiraccidén .

Rutherford ¢ 93 ) desarrollo un micrométodo rapfdo C 20 a 100 wul
de plasma) con una extraccién simple C no requiere pasos de
transferencia, ni de evaporaclidénd para la determinacién
simultanea de diazepam y N-desmetildiazepam. El métode requiere
de 100 pl de plasma, se le agrega prazepam como estandar interno,
se extrae con acetato de n-butilo y se agita en vortex por 30
segundos. Se toman 2 ul de la fase orgénica y se inyecta al
cromatégrafo de gases, equipado con detector de captura de
electrones, Se utiliza una columna de vidrio en espiral de 2m de
largo x 4 mm de didmetro interno., con OV- 17 al 3% sobre Varaport
30 ¢ 80 100 J.Las temperaturas empleadas para columna, Yy
detector son ESOOC Y 270°C. respectivamente. Como gas de arrastre
emplea argdén a una velocidad de flujo de 80 ml/ min.
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Bajo estas condiciones, el diazepam, desmetildiazepam, oxazepam y
prazepam presentan tiempos de retencién de 3.6 min, 4.7 min, 2.7
min y 6.0 min, respectivamente.

La sensibilidad del métode es de 20 ng” ml para diazepam y
desmetildiazepam en plasma y puede aumentarse a S ng/ml en caso
necesario con buena precisién C 4-5% C.V. ). Este método ofrece
grandes ventajas en cuahto al tiempo de anaAlis=is, voldamen de la
muestra y facilidad de extraccidén sobre muchos otros que incluyen
cromatograri{a gas-liquido con deteccién de captura de electrones.
Wallace ¥y col. ¢ &5 2, utilizan una nueva fase lfquida
estaclonaria, SP 2250-DB para el anAlisis por cromatograffia de
gases con captura de electrones, que presenta la ventaja de
aumentar la sensibilidad del anéllisis y la simetria de los picos
obtenidos en comparacién con las otras fases comGnmente
enpleadas, la OV-17 y la OV-1.

Aunque se han publicadoc otros métodos de cromatograffa de gases
que utilizan detector de ionizacidén a la flama C 96 ) 6 detector
de flama sensible a nitrdégeno ¢ 97 2, estas técnicas son menos

sensibles que la deteccidén con captura de electrones.

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

En la literatura se han publicado numerosos métodos por
eromatograrffa de liquidos de alta resolucién para e! anllisis
cuantitativo del diazepam y sus metabolitos, tanto en fase normal

como en fase inversa.

Bugge A. ¢ 88 2 utiliza cromatograria de liquidos sobre sflica
porosa C Partisil 10, de tamafio de partif{cula de 10 umd, empleando
una mezcla de n-heptano-f{sopropancl-metanol ¢ 40:10:1 ). Para
propésitos forenses, 6 clfnicos de rutina, 1 ml de sangre es
suficiente para detectar concentraciones superiores a 100



ng/ml; en el casc de niveles mi&s bajos, se requieren 2 ml de
sangre. Este método requiere de un procedimientc de extraccidn
bastante el aborado, siende lineal hasta 1300 ng-ml. El
procedimiento de extraccidén es similar al de Berlin, sélo que
utiliza un volumen menor para la extraccién y un procedimiento de
retroextraccién para la limpieza de las muestras, La recuperacidén
para niveles sangufineos comprendideos entre 100 y S00 ngs/ml,
determlnada con 10 extracceliones paralelas es de G2 L 7% para
ambos compuestos.,

El método propuesto por Brodie y col. € 99 ), en fase inversa,
requlere una muestra de 2 ml de plasma y prazepam como estandar
interna. El pH se ajusta a 9.0 con una solucidén de boratos y se
extrae con 10 m de &ler dietf{lico. Después de agitar y
centrifugar, la fase etérea se evapora a sequedad bajo atmdsfera
de nitrégeno. El residuo se redisuelve con 28 ul de metanol y se
inyectan de 10 a2 20 u1 al cromatdgrafo de l{quidos.

Se utiliza una columna de 30 ¢m x 4 mm de didmetro interno,
empacada con uBondapak C18 (Watersd.y una fase mévil constitufda
por una mezcla de metanol-agua ¢ 85:35 v/v 2 a una velocidad de
flujo de 2 mls/min. Los tiliempos obtenidos para el diazepam,
N-desmetildiazepam y prazepam bajo estas condiciones fueron Bmin,
5 min y 10.5 min , respectivamente.

La recuperacidén total de diazepam es de QO ha 3% y para
N-desmetildiazepam de 94 :4 % en un rango de concentracién de 10
a 400 ngsml. El li{mite de deteccidn fue de 10 ng-ml para diazepam
y de 8 ng/ml para el N-desmetildiazepan,

El métoda de Kabra et al € 100 J requiere de 2 ml de sangre para
la determinacién de diazepam y N desmetildiazepam por CLAR
también utiliza prazepam como estandar internco, una columna
Partisil-10 ODS C Reeve Angel, Clifton) de 25 c¢m x 4.5 mm D.I. y
una fase m&vil constitufda de una mezcla de acetonitrilo=-
solucién amortiguadera de acetato de sodio 0.0f M ¢ pH 4.60 ¢
35:65 v/v) a una velocidad de flujo de 2 mi-min. La deteccién de
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los compuestos la realiza a 240 nm, lo cual da una sensibilidad
de 40 ngs/ml para diazepam y de 30 ngsml para el desmetildiazepam
y wuna linearidad de 0.03 a 10 wmgsmi. Este mét.odr:? es lo
suficientemente sensible para el monitorec de diazepam y sus
metabolitos a las concentracicnes terapéuticas normalmente
encontradas.

El método descrito por Vree y col. € 101 D facilita la
doterminacién simultinea de diazepam . N-desmetildiazepam
oxidiazepam y oxazepam en 0.2 m! de muestra ( sangre J. Este
métoda ha sido aplicado satisfactoriamente a estudios
farmacocinéticos en el hombre y en perro y también para el
anAlisis rutinario de muestras.

A 0.1 ml de plasma U orina se agregan 10 ul de acetonitrile
contenlendo 400 ng de flunitrazepam como estdndar internoc y 2 ml
de éter dietflico y se mezcla por 1 minuto, La mezcla se
centrifuga por S min a 4000 rpm. Se separa la capa etérea y se
evapora a sequedad. Se redisuelve con 0.2 ml de fase mévil y se
inyectan 0.1 ml al cromatdégrafo. Este método utiliza una columna
de Lichosorb RP8 € 5 g de tamafio de partf{cula ) y deteccién a 230
nn. Como fase mévil se empl ea una mezcla de agua-—
metanol-acetonitrilo ¢ $00:450:50 ) a una velocidad de flujc de
1.6 ml/min, Los tiempos de retencidén obtenidos para el
flunitrazepam, diazepam y N-desmetildiazepam y oxazepam son:
8.8min, 21.8 min, 17 min y 10.67 min respectivamente,

La recuperacién de la exiraccién para el diazepam es del 98 x 7%,
del 91 b 7% para N-desmetildiazepam y 89 b 6% para oxazepam. Se
observa una buena linearidad en el rango de 10 a 10 OOOhg-/ml. La
sensibilidad es de 30 ngs ml para tedos los campuestos,
Recientemente, Tada Koji ¥y col. € 102 ), informaron de un método
rapido y sensible para la determinacidén del diazepam Yy sus
metabolitos nordiazepam, oxazepam y temazepam : de 280 a 1000 ul
de suero se extraen en éter y los comp'uest.os son cuantificados
por cromatograrffa de liquides de alta resolucidén sobre una
columna de micropartfculas “ Shimpack FLC- CB. C 3 um didmetrod.
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El estandar interno que se utiliza e= estazolam y la extraccién
se lleva a cabo en éter dietllico previa alcalinizacidén del
suero con solucién de hidréxido de sodioc.El extracto se evapora
bajo atmésfera de nitrégeno a 40°¢. La fase mévil empleada fue
una mezcla de solucién amortiguadora de fosfatos pH 8.0- metanocl
€ 47,93 v/v). La deteccién se reallza a 294 nm. El limite de
deteccién es de 10 ng/ml . El método es lineal en un rango de 20
a 2000 ngsml para diazepam y nordiazepam y de 20 a 500 ngsmt
para oxazepam y temazepam. La precisién es adecuada, presentando
C.V. de 2.4 a 4.7% para oxazepam ¥y temazepam y 1.9 a 0.8 para
nordiazepam y diazepam, dentro del dfa.. La variacidén entre dfas
es de 3.8 a 5.7 X para oxazepam y temazepam y de 3.2 a 7.6% para
nordiazepam y diazepam en 4 dfas diferentes.

La recuperacién analitica es de 94.4% para oxazepam, 86.8% para
Ltemazepam, 92.6% para nordiazepam y 87.1% para diazepam.

Este método difiere de los anteriores en que incluye el anAlisis
completo de todos los metabolitos del diazepam, lo cual es de
importancia clinica, sobre todo en el caso del tratamiento con
dosis masivas de diazepam &n pacientes esquizofrénicos, sin
embargo se mehciona que es hecesario aumentar el limite de
deteccién para poder monitorear el oxazepam a las concentraciones

tan bajas en las que se encuentra en sangre.

En general, la cromatograffa de lfquidos de alta resolucidén para
la determinacidén del diazepam y sus metabolitos comprende wuna
extraccién simple y una linearidad en un rango mucho mas amplioc
de concentraciones. comparada con la cromatograffa de gases, por
lo cual es aplicable en la determinacién de concentraciones tanto
terapéuticas como téxicas.

Las columnas de fase inversa utilizadas en la cromatograffa de
liquidos,son actualmente las de eleccidén, ya que es posible
separar una gran variedad de f4rmacos con ellas y requieren

relativamente poce mantenimiento y preparacién.
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Cromatografia en Capa Fina.

Algunos autores han desarrollado métodos para la determinacién
del diazepam y sus metabolitos en placa fina determinéndolos
directamente de la placa sin revelade por densitometrfa, a un
maximo de absorcidén de 232 nm, después de la extraccién con
tolueno del plasma ¢ 103 ). La sensibilidad es de 28 ng/ml. El
método implica wuna extraccidén directa, sin derivatizacidn, pero
tarda 2.5 horas para su desarrollo.

Sun y col ¢ 104 > describen un método altamente sensible ¢ € - 18
ngs/ml de plasma ) por determinacién fluorodensitométrica del
diazepam y sus metabolitos desmetildiazepam Yy oxazepam. La
fluorescencia se genera tratando las placas de gel de sflice con
un spray de H,SO,. Este procedimiento es aplicable a otras

benzodiacepinas.

Radioinmuncanilisis.

Peskar y col. C 108 D> obtuvieron dos anticuerpos separados, uno
para diazepam y el otro que reconoce al N-desmetildiazepam. El
radioinuncanflisis es capaz deo detectar 20 ng-ml del rarmaco en
cantidades hasta de S0 ul de suero. El método tiene una excelente
sensibilidad pero poca especificidad con respecto a los
netabolitos, al comparArsele con los procedimientos

cromatogr&ficos,

Técnica del Radio-receptor.

El diazepam, al igual que otras benzodlacepinas pueden ser
analizadas en fluidos bioldgicos mediante wna técnica de
radio-recaptor” ¢ 108 2, Este anpalisis se basa en el
desplazamientc de un ligando marcada con tritio, i.e.
3H~flunitrazepam, por un ligando no marcado, de los sitios de
unién de las benzodiacepinas, en un homogenado de corteza

cerebral de rata. La concentracién del! ligando no marcado puede
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estimarse a partir de la actividad {phibitoria sobre la unidén del
radio~ligando, cuando se compara con concentraciones conocidas
del misme ligando, © bien uno relacionado. El equipo utilizado es
un .contador liquido de centellec y la sensibilidad del método es
de 40 ngsml para diazepam, al emplear una muestra de S0ul de
plasma. Esta ltdcnica ha sido aplicada satisfactoriamente al
analisis de muestras de saliva, con una sensibilidad de 40 a 80
ngsml.

Este método mide la concentracidn total de la actividad de
benzodiacepinas y puede aplicarse, en relacidén a lra afinidad del
recaptor, a todos sus derivados . Este método es poco Gtil cuando
se requiere separar los metabolitos del compuesto original; sin
embargo es una herramienta Gtil al proveer un pardmetro biolégico
para la comparacidén de los efeclos de las benzodiacepinas.
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CAPITULO III
PARTE EXPERIMENTAL

3.1, Adquisicién de estindares y productos empleados en el estudio

Se utilizé diazepam estandar nacional de referencia ¢ FNEUM J,
lote DMZ-1 el cual fue adquirido directamente de la S.S.A.. El
nitrazepam y oxazepam utilizados como estindares secundarios
fueron amablemente donados por Laboralorios Grossman de México,
Los productos comerciales naclonales estudiadoes, Alboral C Lote
88 GO8 D2, Pacitr&n € Lote 8E 1003 ), Valium ( Lote B871002),
fueron solicitados directamente a los laboratorios productores.
El producto innovador Valiym, Roche C Lote B 2478 ), fue
amablemente donado por Laboratorios Roche, Suiza.

A cada uno de los productos se le asignéd una clave: A" C
Alborald; "P"™ C Pacitréand; “M" € Valium ., Méxicod y "V CValium.
Suizad.

3.2.Control de calidad de los productos,

Todos los productos fueron sometidos a las siguientes pruebas de

control de calidad:

3.2.1. Variacién de Peso:

Se pesaron individualmente 20 comprimidos. Se obtuvo el peso
promedio y la desviacidén esténdar. La Farmacopea USP XXI
especifica que no debe existir una variacién mayer del 5% en no
mhAs de 2 comprimidos C 107 J.

3.2.2. Contenldo Quimico.

Para la cuantificacién del diazepam en los comprimideos, se
utilizéd un método espectrofotométrico, €@l cual fue validado en
cuanto a su exactitud y repetibilidad y que se describe a

continuacién:
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'3.2.2.1. Equipo.

Espectrofotémetro Marca Zeiss, modelo PM2-DL
Balanza Analftica Sarteorius, modelo 1801

Agitador vortex m@ltiple Thermolyne, modelo 18700,

3.2.2.2. Reactivoes: i .
Etanol Absoluto R.A. Merck., Acido  Sulférico’ R.AZ Merck

3.2.2.3. Solucicnes E :
Solucién de Acido sulftrico en etanol: 1.4, ml. de Acida?
se diluyen y aforan a 1000 ml con et.anol,‘absi:}ut.q. ]

3.2.2.4. Método : e

Se pesan ¥y se pulverizan no mencs de 20 comprimides. Del polve se
pesa una cantidad equivalente a 9 mg de diazepam. transfiriéndose
a un matraz volumétrico de 100 ml. Se agregan 80 ml de la
solucién alcohélica de Acido sulfGrico, se agita en vortex por S
mitnutos, ¥y se afora a volumen con la misma solucidén. Se mezcla y
se flltra descartando los primeros mililitros del filtrade., Se
toma una alfcuota de 10 ml y se transfiere a un matraz aforado de
S0 ml, aforande a volumen con la solucidn etandlica, y se mezcla,
Se determina la absorbancia de esta solucidén a una longitud de
onda de 284 nm. Paralelamente se determina la absorbancia de una
sol ucidn patrén de diazepam, esténdar de referencia, en etanol

4cido, a una concentraclién de aproximadamente 10 ugsml.

3.2.2.5. Validacién del Método.

Para determinar 1la linearidad y repetibilidad del método
espectrofotométrico se prepararon 3 curvas de calibracién en 2
dfas diferentes en el rango de concentracién de 0.5 a 10 ugsmt y
se calculd el coeficiente de correlacién y los ceoeficientes de

variacién para cada concentracidn.
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Para la validacidn de la técnica de cuantificacidén. se hicieron
por lo menos 20 determinaciones de una misma muestra de polvo de
comprimidos de diazepam, estableciendo la desviacién esténdar y
los limites de confianza al 95% para la media. Igualmente se
determinaron los intervalos de confianza sobre la varianza a fin

de establecer la exactitud del método.

3.2.3. Uniformidad de Contenido.

Se analizaron individualmente 10 comprimidos de cada uno de los
productos estudiados empleando el sigulente método : se pulveriza
un comprimido y se transfiere a un matraz aforado de S0 ml, se
agregan 20 ml de la solucién etandlica de Acido sulférico, se
agita en vortex por B minutos y se afora al volumen. Se filtra y
del filtrado se toma i ml, aforando a 10 ml con la solucidn
etanblica. Se determina la absorbancia de esta solucidén y la de
una solucién de estandar de diazepam de concentracidn
aproximadamente igual a 10 ug -~ ml empleando una longitud de onda
de 242 nm , y soluclidén etandlica Acida como blanco de ajuste.

De acuerde a la USP XXI, el contenido de principio actiwvo debe
estar comprendido entre el BS - 115 % de la cantidad especificada
en el marbete y el coeficiente de variacién debe ser menor del B
%. Si una unidad cae fuera del 85- 118 % y ninguna fuera del
75~128 %, 6 bien si el coeficliente de variacién excede el 8 %, se
analizan otras 20 unidades mas. lLa prueba se cumple si no mis de
una unidad de las 30 cae fuera del 85- 118 % y el coeficiente de

variacién no excede el 7.8 % C 107 .

3.3. Pruebas de Disolucidn,

Los productos estudiados fueron sometidos a las siguientes
pruebas de disolucidn:

3.3.1. Prueba USP XXI :

Se utilizé el Aparato 1 de disolucidén USP, con una velocidad de
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giro de las canastillas de 100 r.p.m. y 800 ml de HCl QO.1N como
medico de disolucidén. Se determind el perfil. de disolucidn,
tomando muestras durante 2 hs, a intervalos de tiempo previamente
establecidos C 6 >. La prueba se realizé con 12 unidades de cada
lote. De acuerdo a la USP XXI debe disolverse por lo menos el 85%

de diazepam a los 30 minutos.

3.3.2.. Método II.

Se utilizé el Aparato 2 USP de disolucién, con una velocidad de
agitacisén de 50 r.p.m. y 500 ml de agua deicnizada deaereada como
medio de disolucién ¢ B D. Este método fue previamente propuesto
como alternativa al método USP, ya que presentéd un mayor poder
discriminativa con respecto a las caracterfsticas de disolucién

de diversos produclos comerciales.

3.3.3. Analisis de las muestras.

En un principio se prepararcn por 1lo menos 8 curvas de
calibracién ¢ 3 por dia, en dos dias diferentes? , tanto en HCl
0.1 N, como en agua delecnizada , a fin de establecer la
linearidad y precisién de los métodos en un rango de
concentracién de 0.625 a 10 ug-/ml de diazepam. La absorbancia de
las soluciones en HCl 0.1N, se determinéd a 242 nm (sagin lo
establece la USP XX1) y a 228 nm en el caso del agua CApendice
A ’

Para ambos métodos se tomaron alfcuotas flltradas de S ml del
medio de disolucién, sin reposicién de medio a los 1, 3, H, 1§,
30, 48, 60, 90 y 120 minutos. La concentracién de diazepam en las
muestras se determiné a partir de una curva patrén preparada el
mismo dfa de la prueba. En todos los casos se realizaron dos
pruebas , con 68 comprimidos cada una. A partir de los datos se
calculd el porciento promedio disuelto a los tiempos

establecidos.
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3.4. METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR DIAZEPAM EN PLASMA.

3.4.1 .Equipo.

Cromatdégrafo de liquidos de alta rescluclién Marca Beckmann,

equipado con 2 bombas reciprocantes Modelo 110 A y 110
Detector de U.V. de longitud de onda variable Modelo &240.
inyector de asa de volGmen constante de 20 a1 y un médulo
datos Modelo 427.

B.
Un
de

Columna de fase inversa. Novapak C 18 de 15 cm de longitud y 30

mm de diametro interno C Waters D.
Agitador vortex Thermolyne, modelo 18700.
Centri{fuga Beckmann, modelo TJ- B,
Balanza analitica Sartorius, modelo 1801.

Evaporador de sol ventes

3.4.2. Reactivos y Esténdares.

n-Hexano R. A. Merck

Metanol absoluto R.A Merck
Acido bérico, R.A., Merck
Hidréxido de sodio, R.A., Merck
Cloruro de Potasioc, R.A., Merck.

Diazepam estandar nacicnal de referencia FNEUM C S.S.A.), Lote

DMZ-1

Nitrazepam, esténdar secundario de referencia (donado par
Grossmannd

Oxazaepam, estandar secundarioc de referencia Cdonado por
Grossmann).

Agua destilada

Agua deionizada
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3.4.3. Preparacidn de las soluciocnes.

Solucidén de Acido Bérico~ Cloruro de Potasio 0.2 M:
Disolver 12.37 g de 4cido bérico y 14.91 g de cloruro de potasio
en agua y aforar a 1000 ml.

Solucidn de Hidréxideo de sodio 1 M:

Disclver 182 g de hidrédxide de sodio R.A. en 180 ml de agua libre
de €O2. Enfriar la solucidn y filtrar por papel gruesoc.
Transferir 54.8 ml del filtrado clarco y diluir con agua libre de
C:Oz y aforar a 1000 mi.

Salucién de hidrdxideo de sodic 0.2 M :
Diluir un voldGmen adecuado de la solucién 1 M de hidréxido de
sodio con  agua suficiente para obtener una selucidén de

concentracién 0. 2M.

Solucidén Amortiguadora de Boratos pH 9.0 € USP XXI O:

Colocar S0 ml de solucidn de 4cido bérico- cloruro de potasio
O.28M en un matraz volumétrico de 200 ml y agregar 20.8 ml de
solucién 0.2M de hidréxide de =sodieo. Diluir y aforar a volumen

con agua destilada.

Solucién Patrén de Diazepam :

Pesar y disolver 12,5 mg de diazepam estandar de referencia en
metanal ébsoluto. aforando a @23 ml ( concentracién S00 ug- ml 3.
Esta solucidn se puede conservar a temperatura ambiente hasta por

solis mesoes C 103 O,

Solucién de nitrazepam ¢ estandar externo J:

Disolver aproximadamente 8.25 mg de estindar de nitrazepam en
metanol absoluto y aforar a 85 ml para obtener una concentracién
de 250 pg-ml, la cual es estable en refrigeracién. Esta solucidén
se diluye en el momento del andlisis en una mezcla de metanols
agua C B60:40 ) para obtener una concentracién final de 2.8 ug/ml.

46



3.4. 4. Procedimiento.

El método analftico empleado es el propuesto por Castillo y col,
€ 108 ) con algunas modificaciones.

En tubo de vidrio de 10 ml con tapén de rosca, se colocan 0.8 ml
del plasma conteniendo el diazepam y se aMaden 200 ul de solucidn
amortiguadora de boratos pH 9.0, se mezcla y se agregan 3 ml de
hexano R.A., agltando vigorosamente en vortex por S0 segundos. Se
centrifuga por 18 minutos a 3800 r.p.m.. La fase organica se
separa y se coloca en un tubo cénico, donde se evapora a sequedad
en baMo marfa a no mis de 50° C y bajo atmésfera de nitrégeno. El
residuc se reconstituye con 50 ul de una sclucién metandlica de
nitrazepam a una concentracién de 2.5 pgsml C estandar externc )

y se inyectan 20 ul al cromatégrafo.

3.4.8. Condiciones Cromatograficas.

El anélisis se llevé a cabo utilizande una columna Novapack C-18
¢ Waters ), de 15 cm de longitud y 3.9 mm de di&metro interno. La
fase mévil empleada fue una mezcla de metanol- agua 60:40 C V/V
J. La velocidad de flujo se mantuvo constante a 1 mls/min y
operando el detector a una longitud de onda de 254 nm,  La
velocidad de carta fue de 0.25 cm/min. El procedimiento se
esquematiza en la Figura 2.1.
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S00 ul DE PLASMA

-[+ 200 upl BUFFER BORATCS pH @
+ 3 ml HEXANO

AGITAR VIGOROSAMENTE 90 SEGUNDOS

CENTRIFUGAR
20 MIN A 3500 RPM

f———-—SEPARAR FASES—-—[
FASE ACUOSA FASE ORGANICA

CDESCARTAR >
EVAPORAR
80°C ¢ ATMOSFERA N, >

REDISOLVER EN 50 pl

SOLUCION NITRAZEPAM
¢ 2.5 pg/m ?

INYECTAR 20 pml

Flg. 21 Procedimlento empleado para la extracclén de diazepamen muestras
plasméticas ( andllsle por cromatografia de liquldos de alta resoluclén).
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3.5. VALIDACION DEL METODO ANALYTICO PARA LA CUANTIFICACION DEL
DIAZEPAM EN PLASMA.

Con el fin de contar con un método confiable, se evaluaron los
parametros de linearidad, precisidn, recuperacién, estabilidad y
repetibil idad en diferentes dfas.

3.5.1. Preparacién de las soluciones en plasma:

De la solucién stock de diazepam en metanol C conc. 300 ugs/ml D,
se tomé un mi y se diluyé a 10 ml con metanol absoluto. De esta
solucidén se tomaron 2 ml y se aforaron a 10 ml con agua
destilada. A partir de esta solucidén se hicieron las siguientes
diluciones conh plasma libre do fArmaco :

1 se diluyd y aforé a 10 ml Cc= 1000 ngsml) Solucidén A

de solucién A se aforaron a 10 ml Cc= 800 ng/ml) Solucidén B
de Sol. B se aforaron a 10 ml ¢ ¢= 230 ng-ml D> Solucién C

de Sol. C se aforaron a 10 m! € c= 125 ng/mld> Solucidn D

de Sol, D se aforarcon a 10 ml € c= 62.5 ngrml) Solucidén E

de Sol E se aforaron a 10 m! ¢ c= 31.285 ng/ml) Solucién F

cuaaa
EREBER

3.5.2. Linearidad :

Se prepararon 8 curvas en plasma afMadiendo diazepam en un rango
de concentracién de 30 a 1000 ng-ml y se analizaron por el
procedimiento descrito previamente. La relacién de areas del
diazepam con respecto al nitrazepam se graficé contra 1la
concentracidn de diazepam a fin de determinar si la respuesta era

lineal.

3.8.3. Precisidén :

Para determinar la variabilidad en un misme df{a, se analizaron
por sextuplicado muestras plasmiticas a las cuales se les
adiciond diazepam a concentraciones de 30, 60, 120, 280, 500 y
1000 ngrml, y se calculd el cceficiente de variacidn,

La repetibilidad en diferentes dfas se determind analizando una
vez al dia scluciones a la misma concentracién en & dias

diferentes.
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3.58.4. Recuperacién :

Se prepararon solucicnes do diazepam en metanol C 30-1000 ng/mld
las cuales se evaporaron a sequedad. El residuc se reconstituyd
con SO pul de la solucidn metandlica del nitrazepam e inyectando
al cromatdégraro.

A partir de una matriz de plasma se prepararon 30 muestras de
concentracién conocida de diazepam € 30-1000 ngrml), las cuales
se analizaron de acuerdo al procedimiento descrite y fueron
inyectadas paralelamente a las muestras arriba mencionadas. La
recuperacidén se calculdé como la relacién de la respuesta de las
muestras extraidas y las obtenidas con las soluciones de diazepam

en metanol.

3.59.8. Selectividad

Se analizaron muestras del plasma libre de fArmace Cblanced y al
mismo tiempo muestras a las que se agregaron cantidades conocidas
de diazepam. nitrazepam y oxazepam, uno de los metabolitos del

diazepam.

3.5.6. Sensibilidad :

Concentracién minima detectable: Se prepararon soluclones de
diazepam en plasma en concontracicnes de S a 30 ng/ml y se
anali_zaron por el método descrito, junto con muestras de plasma

blanca.

3.5.7. Estabilidad del diazepam en Plasma.

A fin de establecer la estabilidad del diazepam en plasma, se
prepararon soluciones del firmaco de concentracién conocida en el
mismo, se dividieron en tubos de ensayo y se guardaron en
congelacidn hasta el momento de su andlisis. Se retiraron
muestras a tiempo cero, y a intervalos de una semana durante un
mes y fueron analizadas bajo el método descrito, preparando

paralelamente una curva estandar de diazepam en plasma.



3.06. APLICACION DEL METODO ANALITICO EN EL ANALISIS DE MNUESTRAS DE
PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA MULTIPLE.

3.8.1. Especificidad del método analftico.

Se prepararon soluclones de estdndares de algunos de los f&rmacas
mads cominmente empleados en clinica Jjunto con el diazepam,
utilizando la mezcla de metanolragua 80:40 € v/v 2 como
disolvente, a una concentracién aproximadamente igual a la
informada como terapéutica promedio. Estas soluciones fueron
inyectadas directamente al cromatégrafo con el objeto de conocer
la respuesta de cada firmaco al sistema cromatografico empleado.

Posteriormente se prepararon muestras en plasma agregando
cantidades conocidas de diazepam y de cada uno de los farmacos

bajo estudio, ¥y se analizaron por el métcdo ya mencionado.

3.8,.2. Musstras Clinicas.

Sa eligieron paclentes hosplitalizados de uho ¥y otre sexo,
seleccionados al azar y de distintas edades, Los paclientes
sufrian de diversas enfermedades de etiologfa mixta. En la
maycria de los casos fueron tratados con diazepam y diverscs
fArmacos. Se recolectaron muestras de sangre ¢ 83 ml 3 900 minutos
después de la administracién del diazepanm. en un tubo
heparinizado. Después de centrifugar, se separé ol plasma y se
guardé en congelacién hasta el momento de su andlisis. La
concentracién de diazepam se determinéd en cada una de las
muestras utilizando el método cromatografico descrito.

El anédlisis de cada muestra se verificd por cuadruplicado a fin
de conocer la repetibilidad del andlisis bajo la presencia de

otros farmacos.
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3.7. ESTUDIO DE BICDISPONIBILIDAD AL ESTADO ESTACIONARIO EN
PRODUCTOS COMERCIALES CONTENIENDO DIAZEPAM

Se ‘evalué la biodisponibilidad de tres productos comerciales de
fabricacién nacional, en comparacién al producto de referencia
Valium Roche, Suiza € Lote B 2478 >, El estudio se llevd a cabo
en B paclentes psiquidtricos ¢ B8 mujeres y 2 hombres) cuyas
edades se encuentran comprendidas entre los 17 a los 46 afios y en
estado de salud somatica general buena. El estado de salud se
determiné por examen fisico y clinico de laboratorio que inclufa
biometr{a hemitica, examen general de orina, glucosa an sangre,
funcionamiento renal, funcionamiento hepitico, BVL, fosfatasa
alcalina., bilirrubina. Las caracteri{sticas ffsicas de los
pacientes se incluyen en la Tabla 2.1.

Se excluyeron del estudio aquéllos pacientes que pudieran tener
antecedentes de alteraclones vasculares, gastrointestinales,
hepaticas o renales. Igualmente aquéllos que tuvieran
antecedentes de hipersensibilidad a benzodiacepinas u otros
farmacos. Los paclentes y sus familiares fueron enterados del
propésito del estudio y de los riesgos posibles y se les pidié
firmar wuna carta de consentimiento, de acuerdo a las formas
utilizadas en el Hospital de Neurologf{a C Apéndice B J. En el
estudio fueron inclufidos aquéllos pacientes psiquistricos cuyo
principal diagndstice era ansiedad y para los cuales el
tratamientc propuesto por el médico era diazepam. Al médico
responsabla se ls entregdé un protocele € Apéndice B D, a fin de
que se sujetara a las restricciones lo m&s posible, como era el
evitar hacer medificaciones en la administracién de farmacos una
vez iniciado el protocolo, salvo que fuera indispensable para la
salud del paciente. El protocole fue sometido igualmente al
Comité Cientffico del Instituto para su aprobacidén. No se
permitié la administracién de ningdn f4rmaco fuera de los

seffalados en la Tabla 2.1.



‘Tabla' 2.1, CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EN EL ESTUDIO
i Tl ''” DE BIODISPONIBILIDAD.

Pacienf.s “Edad” . Sexo Peso Estatura Terapia
: iclafes 3 ¢ kg )d Cemd Simulténea

S Fo - 87.0 A 189 . -

-t SR Lies.8 o1l S Amitriptilina
3 Er 88.2 157 Sulpirida
4: ‘F 81.0 181 -
= M. 83.0 180 Amitripti{lina
8 F 72.0 188 Amitriptilina
7. LM 80.0 1es- - Mapotrilina
8 F 52.0 1489 Imipramina

El estudio se llevd a cabo bajo un régimen de dosificacidén de
dosis mGltiples, de S mg t.i.d., a las 9, 14 ¥y 19 hs ¢ 35, B
D). y siguiendo un disefio experimental de cuadrado latino. Los
pacientes fueron asignados al azar a uno de los 4 grupos, de 2
sujetos cada uno, y se les didé la secuencia de tratamiento de

acuerdo al disefio que aparece en la Tabla 2.2.

El primer producto se administré en dosis de Smg de diazepam
t.1.d. durante los 10 primeros dias, el segundo producto por los
siguientes 7 dfas., el tercer producte por los siguientes 7 dias y
el dltimo producto por los Gltimos 7 dias del protocole, El
estudio se desarrollé con los paclentes hospitallzados. Todos los
paclientes recibieron el producto de referencia € Valium, Roche
Sulza 5 y cada unc de los productos comerciales nacicnales. Todos
los medicamentos se administraron con un vaso de agua.

Se recolectaron muestras de sangre € Sml 3 a las @ hs ¢ antes de
la administracidén del medicamento 2 y a las 10:30 hs durante los
dfas 9 y 10, 18 y 17, 283 y 24 y 30 y 31 de tratamiento. Las
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muestras se centrifugaron y se separé el plasma, el cual se
guardé en congelacién a - 4 °C hasta el momento de su anAlisis.
Las muestras fueron analizadas empleando el método cromatografice
previamente validade.

Tabla 2.&. Disefio de Tratamiento.

‘Grupe - Pacientes .  Fase I '/ Fase II.  Fase III - Fasa IV
e ST eie10d T C11-17)) C18~24) . C25-31) dfa

ALBORAL. Lote BBGO8

VALIUM ROCHE Lote 871002 (Méxicod
PACITRAN Lote BE1003

VALIUM ROCHE Lote B2478B C Suizad

<STX>
mouna
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CAPLTULO IV
RESULTADOS

4.1. Control de Calidad de¢ los Productos.

En la Tabla 4.1. se muestran los resultados obtenidos para las
pruebas de variacién de peso y uniformidad de contenido de los

cuatre productos estudiados.

Tabla 4.1. Resultados de las pruebas de control de calidad

PRODUCTO VARIACION DE PESO UNIFORMIDAD CONTENIDO
X Cg) €% C.V2 umax Hmin % x (% C.V.D Zmax %min.
P 0.1827 ¢ 2.8 3.4 G.5x 3.2 C 1.0 1.4 1.0
M 0.1708 C 1.8 2.8 S.3m 8.3 C 1.8 1.3 2.0
A o.0812 ¢ 1.4> 2.7 1.9 102.8 C 1.1) 2.1 1.4
v 0.1718 € 1.1) 2.0 1.8 99.9 C 1.1 1.8 1.7

% s6lo un comprimido presentd esta variacidn
variacién de peso n = 20
uniformidad contenido n = 10




4.2. Validacién del método espectrofotométrico empleado para la
determinacién del contenido de diazepam en comprimidos.

4.2.1. Linearidad.

En la Fig. 4.2. se muestra la curva de callbracién obtenida para
el método espectrofotoméirice empleado en el range de
concentracidn de 0.8 a 10 ug ~/ ml de diazepam.

4.2.2. Repetibilidad.
En la Tabla 4.2. se muestran los resultados obtenides al analizar

distintas curvas de calibracién en dos dfas diferentes.

Tabla 4.2. VYalores promedio de absorbancia obtenidos
al analizar 6 curvas de calibracidén de diazepam
en solucidén alcohélica de HZSO‘.

‘CONCENTRACION ABSORBANCIA ¢ D.E.> . COEFICIENTE

C pugoml. > VARIACION %
©0.825 0.080 C 0.0018> - W E- I
1.250 0.108 ¢ 0,0012> 2.78
2.500 0.220 ¢ 0.0033) 1.82
5. 000 0.441 C 0,00212 1.1
10,000 0.870 € 0.0032) 0.38

¥ = 0.0889 x_+ 0.0028 r= 0.9999
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Y = 0.0869 x + 0.0028
r = 0.9999
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> 3 4 5 6 77 8 9 10
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n

Fig. 4.2 Linearidad del método espectrofotométrico empleado en la
cuantificaclén de dlazepam en comprimidos.



4.2.3. Validacidén del! método para cuantificar ‘diazepam en
comprimidos.

En la Tabla 4.3. se muestran los resultados obtenidos para el
analisis estad{stico de las muestras anhalizadas por el método

propuesto para cuantificar el diazepam en los comprimidos.

Tabla 4. 3. ,Vilida_cién‘ del método espectrofotométrico
S . para’cuantificacién de diazepam en comprimidos

0. 2370
+t ¢ S/viv D

[}
n

H
xtn

toq= 1.7932

Lo | o.0s = 2.093

Pr C.0.8498 ¢ 5 ¢ 2,307 3 = 0.85 ; x,, = S5 3971

Pr C'0/8059°< s ¢ 1.548 ) = 0,85 X5 0.08 “30.14
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4.3. Pruebas de Disolucién,

4.3.1. Prueba de disolucidn USP.

En la Tabla 4.4. se presentan los valores obtenidos para el
porciento disuelto promedic ¢ 12 comprimidos 2, a distintos
tiempos de muestreo para los cuatro productos estudiados € tres
productos de fabricacidn nacional y el producto innovador, Valium
Suizad, al emplear el método especificado en la USP XXI.

En la Figura 4.3., se muestran los perfiles de disolucidn

obtenideos bajo las condiciones mencionadas.

Tabla 4.4. Promedio del porciento disuelto de diazepam
por el método USP XXI

TIEMPO PORCIENTO PISUELTO
P M A v

Cmind %CCV.) % CC. V) % CC.V.2 % CC, V.

1 12.11 €0.7)  ©5.08 ¢8.1>  €8.60 CB.5) 70.24 4.2

3 23.81 C7.1> 101.18 €1.73  ©1.73 C5.4) 92.20 C1.9

5 38.20 €3.3) 101.99 €1.7> 102.81 C2.4) 100.12 C1.7)
10 50.33 €3.3> 102.48 C1.3> 107.20 C4.3> 103.84 C1.5)
15 78,92 C1.9D 101.899 (1.8 107.83 C4.2>) 104.19 C1.7D
30 102,38 C2.4) 102.02 €1.8)  106.00 C4.3> 103.54 C1.7>
48 108,40 €0. 8> 101.18 C1.8) 103.72 €4.3> 1038.72 C4.00
80  109.37 €0.8) 100.98 C1.9) 104.71 C3.8) 102.66 C1.7)
S0  107.89 C1.3)  99.41 C1.4)  103.00 C3.8) 101.35 C1.4)
120 106.857 C1.8)  97.23 C1.1>  100.18 C4.5> 100.07 C1.8>
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Fig. 4.3 Perfiles de disolucion de los productos estudiados. (Método U.S.P.

XX): Apto 1, 100 rpm, 800 mi HCI 0.1N.)



4.3.2. Prueba de disolucién por el método experimental II ¢
Aparato 2 USP, a 50 r.p.m. en agua deionizada. J.

En la Tabla 4.5, se presentan los valores ocbtenidos para el
porciento promedio disuelto ¢ 12 comprimidos 2, al emplear el
método propuesto en agua.. Con estos valores se graficaron

igualmente los perfiles de disolucidén de los productos bajo

estudio, los cuales se presentan en la Figura 4.4.

Tabla 4.5. Promadio porciento disuelto de diazepam por el método
experimental II ¢ Apto. 2 USP, 50 rpm y agua deionizadad

TI'EMPO PORCIENTO DI SUELTO
o P M A v
Cmind. % CC.V.D % CC.V.D % CC.V.D %C Qv

1 - 4.36 (9.4 8.80 (7.8 7.76 €8.4 8.04 (8.8
< § . 8.48 (8.3 89.84 C10. 9 20.99 (4.9 18.42 (8.8
- .37 (4.4 12.88 (5.9 32.12 (3. 9 23.82 6.2
10 12.01 €6, 8 18.24 ¢3,7 45.89 C¢2.1D 32,98 C3.8
1B 29.22 ¢3.7 21.82 C2.3 52.85 (2.9 38.56 €3.12
30 82.83 (4.8 31.19 C4.7D 84.93 (3.2 48,33 ca. 8
48 71.87 C4.2 37.98 €3.7 089.34 (2.4 54.93 C2.8
80 85.78 (3.5 43.80 €3.12 73.02 c3.a> S8.94 C1.8
a0 94.22 (1.2 82.11 C1.8 73.80 2.9 64.88 2.5
120 99.00 (1.8 58.89 (1.3 78.85 (2.9 86.08 C1.3

o1
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4.4. Validacién del método empleade en la cuantificacién

de diazepam en plasma.

En. la Figura 4.8. se presenta el cromatograma obtenido para el
nitrazepam ( estandar externo) y el diazepam en plasma, con
tiempos de retencidén de 3.0 y 7.1 minutos respectivamentae.

4.4.1. Linearidad.

En la Figura 4.8. se observa la linearidad del método en el rango
de concentracién de 30- 1000 ng/mi. Mediante un aniélisis de
regresién por el método de minimos cuadrados se obtuve la
ecuacién de una linea recta con pendiente 0.0028, intercepto
—0.019 y coeficlente de correlacidén de O.899.

4.4.2. Precisién.

En la Tabla No. 4.6 se resumen los resultados de la precisidn del

método analiticeo en el range de concentracidén de 3Q a 1000 ng-ml.
4.4.3. Recuperacién .

Los resultados de recuperacidén se presentan en la Tabla 4.7.
4.4.4. Sensibilidad .

Después del tratamiento de las muestras bajo las condiciocnes
cromatograficas propuestas € Secclén 3.4.4. y 3.4.8. 2, se

encontré que la concentracién minima detectable corresponde a 25
ng/ml de diazepam en plasma,
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Fig. 4.5 Cromatogramas tiplcos de A) Extracto de plasrﬁa, B) Mezcla de estandares
da nitrazepam (NZ), oxazepam (OX) y dlazepam (DZ), C) Extracto de plasma
contenlendo los tres compuestos.
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Tabla 4.6. Precisién del anilisis de diazepam par
cromatograf{a de l{quidos de alta resolucién

. INTRA-ANALISIS INTER-ANALISIS
Concentracidén ¢ ngrml D Concentracidén C ngrsml>
I bEx awv

MEDI A * D.E.%C. V. MEDILA

33.4

ires.e 1 3@ 10.8

ez.a 8g.1 L 7.3 10.8
118.7- Tles’s  * 14.8 1106
2d4:9 23s.8 * 27,9 11.9
498.4 408.6 < 29.4 s.@
1001.2 1003.0 < es.2 8.3
PROMEDIO 4.8 . ° PROMEDLO o8

Tabla 4.7. Recuperacién de diazepam en plasma

CONCENTRACI ON AREAS PRCMEDIO AREAS PROMEDIC % RECUPERACION
< ng/rml D DI AZEPAM PLASMA DIAZEPAM SOLUCION

30 0. 078 0.109 2.4

80 0.153 o.219 89.9

120 0.307 0.4859 88.9

250 0. 672 0.986 g8.2

S00 1,376 1.989 89.2

1000 2.782 3.912 71.2
n =8

MEDIA = 69.8

D.E. =1.98

% CV.= 2.8
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4.5. ESTABILIDAD DE DIAZEPAM EN MUESTRAS PLASMATICAS.
Al efectuar la prueba de estabilidad se obtuviercon los valores de
-la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Estabilidad del diazepam en plasma

TIEMPO CONCENTRACION C ngs mL D
Csemanasd
INICIAL ge.9 129 a30 300 1000
1 80.4 130 240 492 1009
2 68.0 ie6 246 493 1012
3 80.0 129 az28 soz .- 976
4 63.0

128 a48 499 1001

4.6.. APLICACION DEL METODO ANALITICO EN EL ANALISIS DE MUESTRAS
EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA MULTIPLE.

4.8,1.Especificidad.
En la Tabla 4.9. se muestran los tiempos de retencién de

diversos farmacos analizados conjuntamente con el diazepam,

Tabla 4.9. Tiempos de Retencidn obtenidos al analizar soluciones
conteniendo mezclas de dliazepam y otros farmacos.

FARMACOQ TIEMPO DE RETENCION CONC. TERAPEUTICA .

¢ min 2 C pgs mk > .

]

Carbamazepina 3.78 4 - 10 i

Difenilhidantafna 2.40 8 - 12 !
Fenilbutazona 0.86 S0 - 150
Imipramina »* 100 - 300

Fencbarbital 1.85 10 - 25 i

Primidona 1.32 5 - 10

Diazepam 7.00 0.3 - o.8 :
Acetaminofen » 10 - 20

# No se detecta

.87



4.6.2..Muestras clinicas.

En la Tabla 4.10.

se presentan las concentraciones plasmaticas

encontradas en pacientes bajo terapia con este farmaco.Igualmente

en la Tabla 4.11.

se resumen los niveles encontrados en tres

pacientes psiquiatricos a los que se les administré un régimen de

tres dosis diarias de diazepam de S mg ¢ 5 mg t.i.d.>,

cuatro semanas.

durante

Tabla 4.10. Niveles de diazepam encontrados en muestras clfnicas

C dosil Gnica D

. PACIENTE DOSIS TERAPIA SIMULTANEA CONCENTRACION
. .€, ngs.ml
1 10 mg ¢ I.V,> Difenilhidantofina V6= '10.9-C2. 7
C dosis Gnica ) ' EE
2 10 mg ~ dfa Difenilhidantoina, 449: 5.3 1.2
p.o. 3 dias paracetamol ,
dextreopopoxi feno,
imipramina
3 10 mg~- dfa Isosorbide, amiodarona 314+- 7.9.€2.5)
p.o. 19 dias dipiridamol
4 S mg” dfa Isonjazida,etanbutol 204: 8.6 C2.7)
p.o. S dias rifampicina., Vit By
5 2 mg~s dia Difenilhidantofna, 175: 6.5 (8.7
p.o. 10 dias paracetamol,
dextropopoxifeno,
imipramina
8T T8 g € TI.V.D Difenilhidantofna s57% 2.8 ca. 9
¢ dosis danica O
7 10 mg p.o. Ninguna 35t 2.4 ch. @

8 6 mg- dia Trimetroprim, No detectable
acetaminolrén,
sulfametoxazol,
rifampicina,dextropropoxifenc,
hidréxido de magnesio
% Media * D.E. C % C.V.D.
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Téblla 4.1-1. Niveles de diazepam obtenidos en el estado
estacionario en pacientes psiquiatricos.

‘PACIENTE <7 - EDAD MEDI CACI ON Cp EE Cng/mld
R S SIMULTANEA ”
22, Ninguna es2.5% 5.0 ca. @
17 Sulpirida 462.71 11.7 ca.®
Ty Amitriptilina 485.5% 32.8 8.7

% Medla’ LD.EI‘C moLV. >

4.7.ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE DI AZEPAM AL ESTADO
ESTACIONARIO A PARTIR DE PRODUCTOS COMERCIALES,EN FPACIENTES
PSIQUIATRICOS.

En la Tabla 4.128. se muestran los valores promedioco de las

concentraciones de diazepam en plasma CC .., ¥y C,.51) ©Obtenidos
para cada sujeto después de la administracién de los cuatro
productos estudiados ( todos los anilisis se realizaroh por

duplicadod.

Los resultados promedio para la concentracién mfnima € antes de
la primera dosis diariad, y la concentracidén a las 1.8 h después
de la primera dosis, encontrados en cada sujeto en los dos
dltimos dfas de tratamiento estdn representados en la Figura 4.7.
En la Figura 4.8 se presentan las concentraciones promedio de
ocho pacientes obtenidas a los mismos tiempos C C_ . ¥ C|.=h3 con

las cuatro farmulaciones comerciales.

69



Tabla 4.12. Concentraciongs de diazepam al estado estacionario
e obtenidas a partir de los productos estudiados.

s % Semana 1 Semana & Semana 3 Semana 4
Sujeto “Dfa - T.muest. Concentracidn C ng /7ml 2
Lt G 279.8 296. 9 238.9 210.8
B S C4a 338.0 320.9 266.0 253.9
2. ¢ 276.8 258.8 310.0 265. 4
R I S 318.0 362. 9 367.2 265.6
2 1 Ciin 344.8 261.6 196.9 273.8
‘ Cys 380.1 408. 1 353.7 307.2
2. -C . 349.1 313.8 2168.8 256.8
: S S 387.5 352.3 347.2 377.0
3 1 C min 478.1 450.8 518.7 224.3
C, 4 488.1 470.3 565. 0 220.9
2 C min 470.2 3g9.8 519.0 218.2
C ., 490.3 448.2 580.0 280.4
4 1 Con 314.6 452. 2 424.2 493.5
C 45 4B85. 4 452.2 424.2 493.8
2. . C . 436.8 484.7 430.9 480.5
C oyl 480.1 561.5 472.8 517.1
5 17 C . 542. 3 393. 3 478.7 424.2
Ciy.s £43.8 508.9 531.9 601.9
a .c 461.0 386. 8 474.8 462.7
: C . a871.2 S21.0 530.7 483.9
8 1 S8 n 290. 8 447.8 510.0 418.4
FRE B 332.7 478. 4 528.0 477.7
Cootn 299.5 457.0 444.7 443.3
Cys 302.8 448.5 423.5 550.9
Qi min 491.1 392.6 403.9 407.1
‘C gy 518.5 e7s.2 588.5 568. 4
€ i 417.8 497.1 428.2 412.3
s 485.9 528. 9 e32.9 433.7
C min 424.8 204.2 348.8 468.6
(=S 479.6 497.8 606. 7 668.1
C in 427.1 3z2.8 347.1 409.5
TG s 440.0 497.9 609.7 576.5

® La"secuencia de tratamiento se indica en la Tabla &2.2.
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A partir de los datos crudos de niveles plasmaticos alcanzadeos
después de la administracidén de los diferentes productos, se
aplicéd un analisis de varianza para cuadrado latino en los dos
Gltimos dfias de cada tratamiento,a cada uno de los tiempos de
muestreo ¢ C. +Cy L un 9. Los resultados del analisis de varianza
se resumen en la Tabla 4.13.

Los niveles plasmaticos encontrados se corrigieron posteriormente
en relacién al pesc corporal de cada paciente. Estos datos

aparecen en la Tabla 4.14.

4.7.1. Concentraciones de diazepam al estado estacicnariao.

En vista de que existe muy poca informacién respecto a los
niveles de diazepam al estado estacionarioc después de una
administracion crénica ¢ que es el régimen mias com@nmente
empleadad ., se calculd el promedico de las concentraciones al
estado estacionario , Ep.° , C media de todas las concentraciocnes
determinadas durante el tratamiento de 31 dfas para cada uno de
los paclientes, las cuales se resumen en la Tabla 4.18.
Finalmente, se calculé la relacidn de Cp .., C C, 47 respecto a
C
presentan en la Tabla 4.18.

min Para cada paciente. Los valores de dichos cocientes se

Tabla 4.13 . Analisis de varianza de las concnetraciones
obtenidas al estado estaciocnario, con los productos estudiados

RADIO &
Cmtn Dl c 1.5 Dl Cle’\ DZ cl.5 DZ
GRUPO 6.82 » 11.87 » 7.88 % 7.90 %
SUJ/ GRUFO o.e3 1.20 0.80 1.65
SEMANAS 0.20 o.21 0,33 0.7a
TRATAMIENTO 0.16 0.45 0.14 o.e1

».p < 0.01
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Tabla _4..14;. Va].ofes de concentracion plasmitica al estado

"e:s'.aciomrio corregidos por peso corporal

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Sujet;é_ “Dia T, muest: Concentracidn / Kg peso
2 4,91 S.21 4.10 3.69
o€ 5.93 S.83 4,87 4.48
[+ 4.860 4.54 S. 44 4.86
c S.83 6.37 B. 44 4.86
T - 5.03 a.e1 2.87 3.99
& o e 5.5¢ 5.92 5.18 4.48
a . -G mtn S.09 5.57 3.16 3.7¢
: i 5. 65 5.14 5. 08 5. 49
‘3 S 8.21 7.74 8.91 3.83
Cois I 8.39 8. 08 9.71 3.93
C n 8. 08 6.87 8.92 2.70
Coys 8.42 7.70 8.45 4.82
4 1 ¢ .. 6.17 8.87 8.32 o.08
B < 9.13 11.12 0.23 9.74
2 et 8.56 9.80 8.62 9.62
.. Q.41 11.01 9.27 10.14
5 ¢, 1023 7.42 9.03 8.80
v CLe  10.25 9.58 10.03 11.38
2 con 8.70 8.92 8.08 8.73
I 4 1.5 12.88 Q.83 10.01 .17
8 R T 4.04 e.22 7.08 5.81
c. . 4.82 6.84 7.33 8.83
2 ¢ 8.18 .35 8.18 8.18
c.. 4.2t 6.23 s.88 7.65
LT 1 C,m"‘ 8.19 8.84 8,73 8.79
< 1.5 8.59 11.288 9.81 9.47
2 [« mn 8,96 B8.29 7.10 8.87
(o] 1.5 8.10 8.82 10.53 7.23
2] 1 [« mtn B8.17 S.08 8.67 9.01
C..s 9. a2 9.97 11.87 12.88
2 [ min 8.21 8.21 8.68 7.88
c 1.9 8. 48 Q.23 11.73 11.00
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Tabla 4.18 , Concentraciones pr dio de di P
al estado estacionario

- +

Sujeto CP o » D.E.

1 289. 0 44.0

e 320.0 ez.8

B 3 424.9 119.0
4 477.9 s8.0

-B 400.8 78.2

8 428.3 B8t.0

7 ‘492.3 87.8

- 483.8 109.8

ZC

Tabla 4.1@. ‘\‘lalors.:s obtenidos para la. relacién Cl‘s nin

on los B pacientes

DITA P R O D U C.T,Q
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CAPITULO .V '
PISCUSION DE RESULTADOS'

S.1. CONTROL DE CALIDAD DE LOS PRODUCTOS.

-8.1.1. Variacién de Peso.

De los resultados obtenidos ¢ Tabla 4.1 ) se encontré que sélo en
el caso de los productos “PY y “V' un comprimido de los 20
utilizados para la prueba sobrepasd ligeramente el limite del S%
establecido oficialmente; sin embarge. la farmacopea acepta una
variacién de esta magnitud hasta en @& comprimidos. En el resto
de los productos la variacién de peso fue inferior al S%., por lo
que se puede considerar que todos los productos cumplieron
satisfactoriamente con las especificaciones que marca la USP XXI

para la prueba de variacién de peso,

85.1.2. Contenido Quimico.

8.1.2.1.Validacién del métode espectrofotométrica.

En vista de que se considerd un método espectrofotométrico come
alternativa para la cuantificacién del diazepam, fue necesario
validar este método. De acuerdo a los resultados obtenides, se
puede considerar que el método presenta una linearidad
satlsfactoria ¢ Figura 4.2.). El método a su vez, presenta una
precisién adecuada dado que el coeficiente de vartacién para las
concentraciones consideradas en las curvas de calibracidn en el
rango de 0.8 a 10 pg/ml, es inferior al 3%, como puede observarse
en los datos de la Tabla 4.2.. Al realizar un anhlisis de
varianza a los datos de las curvas obtenidas en 2 dias
diferentes. no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, por lo que el métode presenta una repetibilidad
adecuada de dfa a dia C Tabla 5.1.).
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Tabla 35.1. Repetibilidad entre dfas para el método
espectrofotométrico empleado en la cuantificacién
de diazepam en comprimidos )

FUENTE DE . SUMA CUADRADOS G.L. CUADRADO MEDIO F

VARI ACION ;
bra 5.40 x 10-° 1 5.40 x 10 -»- 00214
ERROR 1.00 x 108 4 253 x10 -7 T NS>
TOTAL ~* 1.0154'X 10" S :

F 7.75

0,09 ; 1,8 =

s.1.2.2. Validacién de la Técnica para cuantificacidn de diazepam
en comprrimxdos.

De acuerdo a los intervalos de confianza establecidos para la
exactitud y la precisidn del método ¢ Tabla 4.2, 2, se puade
caonsiderar que el método es reproducible y exacto. Los mismeos
resul tados se obtuvieron al llevar a cabo el andlisis estadistico
per pruebas de hipdtesis.

Respecto a esta técnica es posible decir que os lo
suficientemente exacta y reproducible para ser utilizada en el
anilisis del contenidoe de principio active de comprimidos de
diazepam, ademis de ser sencilla y rapida. Dado que esta técnica
es la que se utilizé para la determinacién de la uniformidad da
centenldo, la rapidez del analisis consituye un factor importante
a considerar, en funcidén del ndmero de muestras analizadas por

lote C 10 comprimides D,

5.1.3. Uniformidad de contenido.

Todos los productos estudiados cumplieron satisfactoriamente con
la prueba de uniformidad de contenido. Como puede apreciarse en
los datos obtenidos en la Tabla 4.1., la variacién es minima en

todos los casos, y en ningGn comprimido scbrepasa el 9%, en
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comparacién al 18% que establece como limite la USP. El
coeficiente de variacidén fue menor al 6% para todes los casos.

Esta prueba debe realizarse a cada producto para tener un control
efectivo de las dosificaciones y conocer la wvariabilidad que
pudiera existir. La prueba de uniformidad de contenido para
diazepam ha sido incluida dentro de los requisitos de
blodisponibilidad que establece la FDA y que deben reunir los
productos comerciales que contienen diazepam para poder ser
considerados como bioequivalentes ¢ “PRUEBAS IN VITRO"). En el
prosente trabajo es basico que los productos presenten una
uniformidad de contenido adecuada, a fin de descartar la
posibilidad de que ésta pudiera ser la causa de posibles
diferencias en los niveles obtenidos al administar este producto

on humanocs.

S.2.. PRUEBAS DE DISOLUCION.

5.2.1. Como se puedé observar en la Tabla 4.4. y en la Figura
4.3., los productos estudiados cumplieron can las
espocificaciones que marca la USP ( no menos del 85% disuelto a
los 30 minutos 2, ya que a ese tiempo todos los productos
liberaron el 100% de principlo activa, La disclucidn del diazepam
en las condiciones que marca la farmacopea es muy rapida, y sélo
en el producto “"P" se llega a cobservar una disoclucién mas lenta
durante los primeros 18 minutos productos sin embargo, el
porcentaje disuelto para este producto iguala el 100% a los
treinta minutos.

Con cbjeto de establecer si las diferencias encontradas en la
disclucién de los productos a los tiempos (nicfales son
estadisticamente significativas, se realizd el anédlisis de
varlanza para el porcentaje disuelto de diazepam al minuto C
Tabla $5.2.2 y a los 18 minutes € Tabla 8.3, J respectivamente,

78



ESTA TESIS MmO OIBE
SHLIR BE LA BIBLIODTECA

encontrindose que existen diferencias altamente significativas,

por lo que a pesar de que no existen diferencias en la cantidad

total disuelta para los productos estudiados, s{ se encontraron

en la velocidad de disolucidn, bajo las condiciones

especificadas en la USP.

Con objeto de establecer la cinédtica de disolucidén de diazepam
estas condiciones, se graficé el logaritmo del porciento
disuelto v.s. tiempo para cada producto ¢ Figura 5.1.).

Al graficar el log de porciento na disueslto v.s. tiempo,

obtuvo una lfnea recta para los productos A", "M " y “P>.,

en

no

59

lo

" cual indica que la velocidad de disolucién en estos casos sigue

una cinética de primer orden C 109 3.

Tabla 5.2. Andlisls de varianza para el porcentaje de diazepam
disuelto a un minuto por el método USP XXI.

FUENTE . SUMA CUADRADOS G. L. CUADRADO MEDIO F
VARI ACION
PRODUCTOS . 7345. 8328 3 . 2448.61 99. 7895

“ERRORL. “rviwien 28871511

TOTAL © - - 7443.9837

=" 858
i3y o= 16,88

F 5,e;6.08
F.a

e

f
'




Tabla 5.3. Andlisis de vari.anza,para el porci.ent.o de diazepam
disuelto a los 15 mi u'.os

FUENTE - - SUMA CUADRADOS ' \i 7 ‘CUADRADO MEDIO F
VARI ACION : 4 b .

PRODUCTOS 1029.8097 . .03 ... 343.1899 281.87
ERROR 4.8600 Ca o e s, :
TOTAL 10343798 -+ oo i
F a,e50.08 = 5:59
= 18.89

2,450,010

A partir de la pendiente de las rectas de regresién, obtenidas
por el método de minimos cuadrados, se obtuvo la constante de
velocidad de disolucidén para cada producto ¢ Tabla S.4. 2, En el
caso del producto "M", no fue posible determinar la cinética de
disolucidén ,ni consecuentemente la constante, puestc que este
producto liberd el 100% de principio activo a los 3 minutos de
Ilniciada la prueba. Para los productos "A"” y "V, se liberd el
100% de principio activo a los 5 minutes. Considerando que
existen diferenclias entre el producto ' P " y el producto de
referencia ¢ innovador D, es posible pensar gque estas diferencias
pudieran reflejarse en la velocidad de absorcién del diazepam. en
el caso de que la disolucidn represente el paso limitante para la

absoreién del principio activo.
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Fig. 5.1 Porcentaje remanente de diazepam por disolverse con el método
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A partir de los datos obtenidos se obtuvo también el t,, para

cada producto, que aparece en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Constantes do velocidad de disolucidn de los
productos estudiados C Método USP XXX )

_C.exp ). COEFICIENTE

PRODUCTO,
S S€min 37 CORRELACION

1.0000
P “'o/1oto 0.9945
Y. 0.,8780 0 1.0000

®* no sa puede determinar por. lA 'rrynkagryllbud‘ de la velocidad.

Es importante hacer notar que en los cuatro productos se
obtuvieron ceeficientes de variacidn inferiores al 5% para los
datos obtenidos en la prueba de disolucién., lo cual habla de un
estrecho control de calidad y en la produccién de los praductos
estudiados. Unicamente en los primeros tiempas, como era de
esperarse, los coeficientes de variacién son mayores C 1 y 3 mind

para algunos de los productos C Tabla 4.4, DJ.

5.2.2. Como se puede observar en los datos de la Tabla 4.8. y en
la Figura 4.5., la disolucién bajo las condiciones experimentales
propuestas ( Apto.2 USP a S50 r.p.m. y agua como medio de
disolucién 2, es muy baja en comparacién a los resultados que se
obLlenen con la prueba de disolucidén farmacopeica. As{ mismo, las

caracterfisticas de disolucién varfan grandemente en comparacién a
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las obtenidas en @l medio &cido que recomienda la farmacopea. En

el caso del método propuesto, sélo el producto “P", que presenta

la velocidad de disolucién mas lenta en medio A&cido,’ alcanza
alrededor del 100 % disuelto a los 120 minutos; los otros tres
s6lo liberan de un 80 a 80 % del principio activo bajo las

condicicnes de esta prueba. Como se hizo referencia en un estudic

previo C 8 > , estas condiciones permiten diferenciar mas
claramente entre productos, sin embargo a pesar de las
diferencias en los perfiles, lo importante es tener un
comportamiento similar al producto éstandar y la conclusidn

final deberA basarse en la posible correlacién de estos dates con
los resultados obtenidos “ in vivo *. El comportamiento de
disolueciédn del productoe "P" pusde atribufrse a la inclusién de
algln excipiente en la formulacién que favorece la disolucién en
agua, el cual podrf{a ser un agente tenscactivo 6 bien un agente
solubllizante. Cabe mencicnar que en este caso, también se
obtuvieron coeficientes de variacidn muy bajos. lo cual comprueba
la uniformidad de los productos estudiados ¢ Tabla 4.5. 2.

Al igual que para el caso de la prueba de disolucidn
farmacopeica, se determiné la cinética de disolucién de los
productos, graficando el logaritmo del porcentaje no disuelto
contra tiempo, obteniéndose las curvas que aparecen en la Figura
8.2. En este caso se presentan diferentes velocidades de
disolucidén para cada producto ¢ distintas pendientes ), lo cual
indica que existen distintos procesos de liberacién ¢ 110 >. En
esta grafica es evidente @l diferente comportamiento observade
para el producte “P*,

Los datos de disolucién obtenides por este método se
reopresentaron graficamente, de acuerdo a una cinética de orden
cero, de la ley de la rafz ciébica y de la rafz cuadrada, sin
embarge en ningGn caso se obluve una alineacidn adecuada para la
representacién global del procesoc de disolucién de los productos,
por lo cual se concluye que bajo estas condiciones se presenta

una serie de proceseos continuos de disolucidn. Al graficar el
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porciente remanente para ser disuelto para los distintos
productes C Figura 5.3 ) se obtuvieron también una serie de
procesos, sin embargo, si se toman como referencia los'pr.imeros
tiempos de muestreo, losvalecres para las constantes de orden
cero que se obtienen se acercan mis a los T 4, experimentales,
por tal motivo, se considera que este constantes representan mas
adecuadamente la cinética del proceso que controla la velocidad
de disolucidén € paso limitante del proceso de disolucién 3. Es
probable que en este caso, el primer proceso de liberacidn dal
principio activo esté representado por la porcién final ¢ proceso
mas lento D, el cual pudiera atribuirse a la disgregacién. Las
constantes de velocidad de orden cero y los valores de T .,
obtenidos para los productos, por el método experimental II, se

muestran en la Tabla 8.7,

Tabla 5.7. Constantes de velocidad de disolucidén
- de los productos estudiadox ¢ método IX D

K dis T no Ty Coxpd COEFICIENTE
S e % minT®d - C min D comin > CORRELACION
’ 4.1444 12,08 13.00 0.9723 ¢ rg®
08161 81.18 - 8400 - 0.9817 C rye
1.7029 29. 30 30.00 0.9876 C r 0
v 1.281 39. 03 38. 00 0.9958 C r 0

%) r .,rg etc.= # de datos considerados en el célculo de K dis



5.3..VALIDACION DEL METODO EMPLEADO EN LA CUANTIFICACION . DE
DIAZEPAM EN PLASMA,

Cor;|o se puede observar en la Figura 4.5, el método presenta una
buena resoluecién tanto para el diazepam comoc para el nitrazepam C
esténdar externo). No se observd interferencia con el mat.el;lal
enddgeno del plasma ¢ Figura 4.6 A J; as{ mismo el oxazepam,
metabolito del diazepam se resuelve satisfactoriamente, con un

tiempo de retenclién de S minutos.

S.3.1. Linearidad.

La curva promedio obtenida para la cuantificacién del diazepam en
plasma C Fig.4.7 ) presenté una linearidad satisfactoria en el
rango de concentracién de 30 a 1000 ngr/ml. Dade que las
concentracicnes repertadas en la literatura después de la
administracién de un régimen de dosificacién semejante al
utilizade en el presente estudio se encuentran entre 150 y 800
ngs/ml C 3,15,18,38 J, el método puede ser utilizado adecuadamente

para los fines propuestos.

5.3.2. Precisién.

En la Tabla 4.8 se puede observar que el maximo coeficiente de
variacidn obtenido fue de B.3% a una concentracidén de 33.4 ng/mt,
por lo que el métode puede considerarse preciso; as{ mismo el
coeficiente de variacién entre dfias se encuentra entre 5.9 y
11.9%, lo que indica que el métode es repetible en diferentes
dias.



5. 3. 3. Recuperacién,

La recuperacién del diazepam, determinada por comparacidén de las
4reoas de extractos de diazepam en plasma, con las &reas de
muestras de diazepam en solucién, corresponde aprcx}.madameni.e al
70% C Tabla 4.7. ). Kabra y col. € 100 ) encontraron va'lcres de
65-70%, Dousse y col. C 111 ) informan 69-72 % y Cottler y col.C
112 > 85-70%, por lo que los resultados obtenidos con el presente

método, son comparables a los de otros autores.

5,3.4. Estabilidad , .

Las muestras pueden ser congeladas durante un pericdo minimo de
un mes sin que se observe degradacidn de las mismas.C Tabla
4.8.0.

5.3.5. Sensibilidad € Concentracidén mfnima detectable 3.
El limite de deteccidén C determinado como la concentracidn a la
cual la relacidén seflal a ruido es igual a 2 J es de 235 ng/ml.

8. 3.8. Concentracién m{nima cuantificable.

La concentracién minima cuantificable ¢ m{nima concentracidén a la
cual se obtiene un coeficiente de variacidén inferior al 10% D,
corresponde a 30 ng de diazepams ml de plasma (Tabla 4.8.).
Considerando que las concentraciones minimas encontradas por
otros autores después de la administracidén de una dosis dnica de
10 mg de diazepam son de 20 a 30 ng/ml, el método puede ser

utilizado satisfactoriamente en estudios de farmacocinética C18).

5.4. APLICACION DEL METODO ANALITICO EN EL ANALISIS DE MUESTRAS
DE PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA MULTIPLE.

S.4.1. Especificidad .

En la Tabla 4.9. se muestran los tiempos de retencidén obtenidos
al inyectar soluciones metandlicas conteniendo diazepam y
di versos farmacos, bajo las condiciones cromatograficas
descritas, donde se puede apreciar que todos los farmacos tienen

tiempes de retencidén muy cortos. A pesar de que los tiempos de
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retencién para la carbamazepina y la difenilhidanteina son
cercanos al nitrazepam, la resolucién es buena, Al analizar
muestras plasmaticas contenlendo mezclas de diazepam con otros
Vférmaccs. sélamente se detectaron el diazepam, nLLrézepam y

oxazepam, lo que indica que el procedimiento es selectivo.

5.5. MUESTRAS CLINICAS .

En la Tabla 4.10. se presentan las concentraciones plasmaticas
encontradas en pacientes tratados con diazepam en combinacién con
distintos farmacos. El andlisis de cada muestra se verificé por
cuadruplicade interpolanda el valor del &rea e&n Una curva patrén
preparada el dfa del analisis. No se observaron interferencias de
los f&rmacos admini strados al utilizar al método, La
repetibilidad del analisis de estas muestras es Jdgualmente
satisfactoria, ya que los coeficientes de variaclén obtenidos son

menores del 10,

Los niveles de diazepam encontrados en la mayorfa de los
pacientes se encuentran dentro de los valores informados por
otros autores. As{ después de la administracién intravenosa de 10
mg se han obtenido concentraciones inicliales entre 150 a S74
ngsml C 18 ) y entre 700 a B00 ngrml dentro de los primeros 3 a
1S minutos € 18 3.

Siguiendo una administracién oral de una dosis de 5, 10 é 20 mg,
las concentraciones plasmiticas miximas informadas se encuentran
entre 120 a 250 ngs/ml, 130-300 ng/ml y de 300-500 ng/ml,
respectivamente en voluntarios sanos ¢ 113 D.

En el caso de los pacientes 5 y 7. las concentraciones
encontradas fueron mas bajas de las esperadas, sin embargoe la
recoleccién de muestras en estos pacientes no se realizé a los S0
minutos sino $ horas después de la toma del medicamento.En el
caso del paciente 8 no so logré detectar el diazepam., a pesar de

que el tiempo de nuestreoc fue correcto. Este resultado se puede



atribuir a la administracidn simultinea de hidréxido de magnesio,
ya que se sabe que éste puede afectar la absorcién del diazepam.C
35 O.

En la Tabla 4.11. se muestran los niveles plasmilicos encontrados
en‘Lres pacientes psiquiadtricos, después de un régimen de Smg
t.i.d., durante 4 semanas. Eatman y colaboradores (€ 35
Jenceontraron en 1984 , concentraciones al estado estacionario en
un rangoe de 123 a 659 ngs/ml al emplear el mismo régimen en
voluntarios sanos. Como se observa, los valores encontrados en

estos pacientes, se encuentran dentro del mismo rango.

5.6, ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE DIAZEPAM AL ESTADO
ESTACIONARIO A PARTIR DE PRODUCTOS COMERCIALES, EN PACIENTES
PSIQUIATRICOS.

Con los datos que se presentan en la Tabla 4.12 se graficaron los
perfiles plasmaticos de diazepam obtenidos al estado
estacionario, durante el estudio de bhicdisponibilidad clinica,
llevade a cabo <¢on las tres formulaciones comerciales de
fabricacién nacional y el producto de referencia, los cuales se
muestran en la Figura 4.8.. Como puede apreciarse en todos los
casos los niveles permanecieron dentro del rango terapéutico
recomendado para lograr el efecto ansiolfitico, manteniéndose
entre 200 y 380 ng/ml en el casco de los pacientes que
presentaban los niveles menores, y entre 300 y 800 ng/ml para el

resto de los paclentes.

Al graficatr los valores promedic de los B paclentes, obtenidos a
cada uno de los tiempos de muestreo C Figura 4.9. J, puede
observarse claramente que dichos niveles pueden ser practicamente
superpuestos, por lo que las caoncentraciones alcanzadas con los
cuatro productos pueden considerarse comparables.

A pesar de que pudiera pensarse que los tiempos de muestreo son
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insuficientes para un estudio de biodisponibilidad , debido a
las restricciones establecidas por e! responsable médice del
estudic con el fin de proteger la estabilidad de los pacientes,
fue necesario plantear en el disefio experimental un némeroc minimo
de determinaciones , el cual a la vez permitiera obtener
raéult.ados validos, por lo cual se tomaron como base dos
investigaciones realizadas con anterioridad en otros paf{ses. En
uno de estos estudios Berlin y colaboradores ¢ 2 2, evaluaron la
bicequi valencia de 2 formulaciones camerciales deo tabletas de S
mg de diazepam y una suspensién, mediante un tratamiento de dosis
miltiples, siguiendo un diseRfo practicamente igual al del
presante trabajo, y encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles alcanzados después de administrar
la suspensidn y compararlos con los obtenidos con el producto de
referencia C Valium, Roched; en el caso de las tabletas, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Gustalson y col aboradores C 89 2 determinarcon la
bicdisponibilidad de wuna cépsula de liberaciédn controlada,
comparando los perfiles al estado estacicnario oblenidos después
de la administracidén de este producto en relacidén a una dosis
similar repartida en 3 dosis diarlias al «dfa del estandar de
raeferencia. En este estudioc tanto el patrén de referencia ¢ § mg
t.i.d. > como la célpsula de liberacién controlada de 13 mg, se
administraron durante 14 dias. Los resultades cbtenidos de area
bajo la. curva después de la administracién crénica en un
intervalo de dosificacidén al estado estacionario fueron
consistentes con un estudio previo de dosis fdGnica, Los datos
demostraron concentraciones plasmaticas virtualmente idénticas
antes de la primera toma diaria del medicamento C C_, J y a las
1.5 horas después de la administracién ¢ C 4 h). al estade

estacionario, para ambos tratamientos.

Por atre lado, el hecho de que dichos niwveles hayan sido

det.erminados bajo condiciones reales de tratamiento en pacientes
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psiquistricos, a .su vez permite contar. con informacién del
comportamiento clinico de los productos,. as{ como la respuesta de

los pacientes al tratamiento.

5.68.2. Analisis Estadistico.

De acuerdo al anAlisis de varianza realizado a los datos crudos,
que aparecen en la Tabla 4,13, nec se encontraron diferencias
estadisticamente significativas € p>0.03 3 entrs los niveles
plasmiticos encontrados al estado estacionario para las cuatro
formulaciones ; esto es, los perfiles sangufneos después de la
administracién de los productos comerciales de fabricacidén
nacional estudiados y el del producto de referencia, son

estadisticamente equivalentes.

Se ha sugerido que un método mas satisfactorio para analizar
perfiles sanguineos, es el considerar al diseffo como un
“split-plot™, el cual presenta la ventaja de que da una prueba
simple de los niveles sangufneos promedio, y otra sobre los
perfiles plasmaticos a lo largo del tiempo C 114 - 118 3, por lo
que se realizéd un anadlisis a los cuatro tiempos de muestreo, con
un anilisis de medidas repetidas, donde los datos de
concentracién plasmitica fueron corregidos por  peso, sin
cansiderar los efectos residuales.

Los calculos se efectuaron empleando el médulo 2V ¢ anélisis de
varianza y covarianza de medidas repetidas del BMDP) C Apéndice
(o]

Uno de los supuestos de este modelo es la homogeneidad de
varianzas entre todos los tiempos de muaestreo, lo cual se puede
probar por medio de la esfericidad. Come se puede cobservar, este
supuesto se cumple ya que p=0.8588.C Apéndice C D.lLos resultados
de este andlisis se presentan en la Tabla 5.6.

En el renglén Formulacién de esta tabla, Cmedia de las
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concentraciones a diferentes tiempos) y en el ‘de la interaccidn
tiempo-formulacidén ¢ evaluar si los perfiles a través del tiempo
sot similares ), no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas, por lo que se puede asumir que las formulacicnes

son equivalentes.

Tabla S.6. Analisis de varianza para los niveles de diazepam
obtenidos con los cuatro productos ¢ medidas repetidas)

FUENTE SUMA CUADRADOS  G.L. GUADRADO MEDIO F
VARI ACION
| SUJETOS 6913, 5571 7. s8. 2255 10.31

PERI ODCS 407. 5588 3 3. 75986 0.87 N.S.
FORMULACI ONES 11.2788 3 1.1474 0.20 N.S.
1 ERROR 101.6133 18 8.8452

TS 29, gos1 21 71.4238 2.95 -x
TP 8.3984 E} -0.9332 ", 1.94 N.S.
TF 6, ga3s : 10,7760 - 1.81 N.S.
2 ERROR 26,0224 . -S4 0.4819

= p < 0,08

ESTIMACION-DE EFECTOS RESIDUALES DE LAS FORMULACIONES.

Adicionalmente al andlisis estadfistico se realizé un anilisis de
varianza cen los valores promedioco de los cuatro tiempos de
muestreo con el fin de evaluar la presencia de efectos
residuales. El anilisis se realizé utilizando el médule 2V de
analisis de varianza y covarianza con medidas repetidas del BMDP
y la evaluacidn de los efectos residuales utilizando un modelo

de regresién en el médulo 3 R Cregresidén no lineald. Ambos
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resultados ‘se conjuntaron en un solo ANADEVA con objeto de
-evaluar tanto los efectos de sujeto, perfodo, formulaciédn como
‘los . efectos  residuales. Los resultados obtenidos para dicho

analisis. se muestran en la Tabla S.7.

Tabla 5.7. Anilisis de varianza para cuadrado latino
considerando los efectos residuales

FUENTE ". SUMA CUADRADOS

VARIACION.
SUJETOS - 101588 - i
PERI ODOS
FORMULACION 0.88 =
EFECTO o.82
REST DUAL
ERROR 24.58

En esta tabla se observa que no existe presencia de efectos
residuales p?> 0.08, por lo que no hay necesidad de calcular la
supa de cuadrados para la formulacién ajustada por efectos
recsiduales, por lo que <se puede concluir gque no existen
diferencias en los niveales plasmaticos después de la
administracidén de las diferentes formulaciones. De acuerde a la
definicién de que los productos gue al ser adminhistrados al mismo
grupo de individuos dan lugar a niveles plasméticos que no
presentan diferencias estadisticamente significativas pueden ser
considerados como bicequivalentes, es posible establecer que los

productos comerciales estudiados son bloquivalantes con el
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producta de referencia, 3

Westlake ha propuasto el uso de los intervalos de confianza con
&) objeto de establecer =i las diferencias encontradas
representan una importancia clinica. € 117 2 Por tal molivo se
calculd el intervalo de confianza para los tLres productos
estudiados, en relacidén al producto de referencia. Los intervalos

obtenidos para los tres productos se resumen a continuacidn:

12 7.87 ~1.221 ¢ pu A< 7.287 + 1.221
6.05 < g A< 849
0.83 pV < gt A< 1.17 pv

@ 7.27 ~ 1.042 < g M C7.87 + 1,042
8.23¢ pM<C a3
Q.88 uvV < p M < 1,14 pv

P 7.7 ~ 1,138 < u P < 7,87 £1.138
6.13 ¢ p P < B.41
0.84 uVY < P < 1,16 uv

donde : 4V = media poblacional de los niveles del producto V
C esténdar D

MA = media pablacional de los niveles del producto A

pP = madia poblacional de¢ los niveles del producto P

MM = media poblacional de los niveles del producto M

‘l;os roesultades anteriores indican que los niveles del preoducto A
se encuentran comprendidos en sl rango del 17 % de los del
producto V { estindar J: los del productc M estin comprendidos
dentro del range del 14 %X del producto estandar y los del
producto P on un range del 18 % del por lo cual se considera que

dichos productas son equivalentes al producto de referencia,
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5.7. NIVELES PLASMATICOS DE DIAZEPAM ENCCNTRADOS EN PACIENTES
PSIQUIATRICOS CON TRATAMIENTO CRONICO.

A pesar del amplio uso del diazepam en la clinica , en México no
existe ninguna informaciénm acerca de los niveles plasm&ticos de
diazepan alcanzados en pacientes, durante tratamientos
prolongados con este farmaco.

En estudios antericres realizados en oitros pafses, ¢ 2 D se ha
demostrado que se requiere un perf{ode de wuna semana de
administracidn crénica de diazepam, para obtener niveles estables
de este farmaco. Igualmente se requiere una semana de tratamiento
para alcanzar concentraciones estables del metabolito N-
desmetilado. Por esta razém en el presente trabajo se administré
inicialmente el farmaco por 10 dfas, con cbjeto de alcanzar el
estado estacionaric antes de proceder a la determinacién de los
niveles de diazepam. En este caso no fue posible determinar las
concentraciones del N-desmetil diazepam presente en las muestras,
ya que no se contaba con el metabolite, sin embargo al analizar
las muestras se encontré en los cromatogramas una seffal a los
8.9 minutos, la cual puede deberse a la presencia del metabolito.
Ya qQue ningan otro de los farmacos administrados presenta esta
sefal .

Los niveles plasmiticos del diazepam en ganeral se mantuvieron
estables durante todo el tratamiento € 31 dfas ) en los 8
pacientes. El hecho de que en el analisis estadistico se demostré
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre
perfodos, muestra que el tiempo durante el cual se aministré cada
producto fue suficiente para llegar al estado estacicnario.

Asi mismo. a pesar de que se probaron diferentes productos y se
adgministraron otros fArmacos, no sa encontré una marcada
variabilidad interindividual C X = 280 a 499 ng’/ m D. En la
literatura se ha demostrado que despuéds de la administracidén
crénica en voluntarios sanos, pueden obtenerse diferencias hasta

del triple en los niveles del diazepam.
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Existe una tendencia en los pacientes 1 y 2 (¢ Grupo 1) a
presentar concentraciones mencres que el resto de los pacientes,
sin que aparentemente exista una causa atribufble a este hecho.

Dado a que los pacientes se asignaron al azar a los grupos, es
pesible pensar que la vida media de estos dos pacientes pudiese
ser mids corta a los del resto, lo cual producirfa concentraciones

menores en @l estado estacionariec € 2 D).

La relacién de los valores Cp . .~/ Cp .= al esltado estacionario en
los 8 pacientes fue de 1,2 :1 . Esto concuerda -con  los datos
obtenidos por Gustafson y col € 89.), mientras que otros autores

han obtenideo relacicnes de 3:1 € 18 O,

En general, las concentraciones encontradas en los diferentes
pacientes se encuentran denirc del rango terapéutico propuesto

para obtener el efecto ansioclitico.

No fue posible hacer un seguimiento adecuado de la respuesta
clinica al tratamiento con diazepam ya que la mayoria de los
pacientes se encontraban bajo tratamiento con otros farmacos, sin
embargo. todos los pacientes repondieron satisfactoriamente al
tratamiente y en ningtn casec se presentarcon efectos adversos que

pudiesen ser atribuibles al diazepam.
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€APITULO ~ VI "

CONCLUSIONES

~ Los productos comerciales estudiados., cumplieron satisfactoria-
mente con las pruebas de control de calidad que marca la

Farmacopea.

-~ El método espectrofotométirico empleadoc para la cuantificacién
de diazepam en comprimidos, ademids de ser rapido y sencillo,
resultdé ser preciso y exacta, por lo cual se considerd adecuado
para ser utilizado en la prueba de uniformidad de contenido

en el presente estudio.

— Los métodos analfticos empleados para cuantificar el diazepam
en los dos medios de disolucién utilizados ¢ HCL y agua
deionlizada 3. presentaron una linearidad Yy precisidn

satisfatorias para los fines de la prueba de disolucién.

- Todos los productos cumplieron con las especificaciones que
marca la Farmacopea para la prueba de disolucidén de comprimidos

de diazepam.

-~ No se observaron diferencias en la cantidad total disuelta de
diazepam a los 30 minutos, sin embargo les productos presentaron
diferencias estadf{sticamente significativas en la velocidad

inicial de disolucidén

= Al wutilizar HClI como medic de disolucién., la velocidad de
disolucidén de los prodyctos fue mucho mas alta que en agua. A
pesar de que en este medic se presentd una mayor diferenciacién



entre los lotes la mayorfia de los productos € incluyendo al
producto de referencia) no se disolvieron completamente, por lo
cual se considera que dicho medio no es adecuado para evaluar la

liberacién de diazepam en comprimidos.

- El método por cromatograffa de liquidos de alta resolucién
descrito para cuantificar diazepam en plasma, ademias de ser
lineal y repetible. requiere de un volumen pequefio de muestra C
1.0 ml de sangre ), es sencillo, sensible y rapido ¢ se pueden
analizar 2% muestras en un dia D, por lo que se puede utilizar en
la vigllancia de los niveles plasmiticos, as{ como en estudios de
biedisponibilidad, farmacocinética y farmacocinédtica clinica.

-~ El métade ademds, es aplicable al anAlisis de muestras
plasméticas de pacientes que estan sometides a terapia con otros
farmacos que comimmente se emplean en la cli{nica junto con
diazepam, ya que presenta una gran especificidad para este

£ armaco,

- Los niveles plasmbticos observados en la mayorfa de los
pacientes, tante después de una dosis Gnica come después de
dosificacién maltiple, se encontraron dentro de los niveles
recomendados para obtener tanto el efecto ansiolitico, como el
efecto antiepiléptico del diazepam.

- El estudic de biodisponibilidad realizado en 8 pacientes,
demostréd que los niveles plasmaticos obtenidos al estado
estacionario después de la administracién de los 3 productos
mexicanos, fueron comparables a los obtenidos después de la
administracién del producto innovador, por lo que estos productos

son bioequivalentes.

- Las diferencias observadas en la velocidad de disolucién de los

productos no se reflejé en los datos obtenidos in vivo, lo cual
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sugiere que para este farmaco la cantidad total disuelta es un
indicador  mAs confiable de los niveles de diazepam al estado
estacionario cuando es administrade bajo dosificacién repetida.

- La gran variabilidad interindividual observada en el estudio de
blodisponibllidad, as{ comoc el efecto de otros factores que
puaeden alterar la biodisponibilidad del diazepam C edad, efecto
de pH gastrointestinal, presencia de antiacidos, etc. ) apoyan la
necesidad de la vigilancia rutinaria de los niveles plasmiticos
de diazepam, a fin de optimizar su uso Lerapéutico.
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APENDICE A

VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS EMPLEADOS EN LA PRUEBA
N DE DISOLUCION

A.1. Linealidad

Con el fin de determinar si la relacién entre la concentracién de
diazepam y la absorbancia era lineal. se prepararon seis curvas
de diazepam tanto en HCl 0.1 N como en agua delionizada en un
intervalo de concentracién de 0.825 a 10 pugs mi. La absorbancia
de las soluciones en HClL O.1 N se determind a 242 nm y en el caso
del agua a 228 nm.

Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras A.1 y A.2.

A.2. Ropetibilidad

La precisién se establecid preparando 3 curvas‘ de calibracién de
diazepam en los medios mencionados , a las mismas concentraciones
en dos dias diferentes y se calculd el coeflciente de variacién
para cada concentracidén ¢ Tablas A1 y A,2 ), No se cbtuviercn
diferencias estadisticamente significativas entre dfas ¢ Tablas
A3 y A4 D,
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ABSORBANCIA

aQ

-

0.8
0.7
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057
0.4
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r = 0.9997
n=#6

Y = 0,0845x + 0.014
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o 1 2 3 4 5 6 7 8

CONCENTRACION (pg/mi)

Fig. A.1 Curva de callbracién de diazepam en HCI 0.1 N.
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ABSORBANCIA
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0.4 / Y = 0.1148 % + 0.049
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0.2 /.
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CONCENTRACION {ug/mi)

Fig. A.2 Curva de callbraclén de diazepam en agua.



" ‘Tabla A.1. Promedio de los valores de absorbancia obtenidos
) para las curvas de calibracién de diazepam en HCl

CONCENTRACION ABSORBANCIA C D.E. 2 COEFICIENTE
C pgs mL 2 VARIACION *%
0.828 0.084 C 0.00192 2,39
1.250 0.117 C 0.00212 1.78
2.500 0.224 C 0.00323 1.44
8. 000 0. 4580 C 0.00500 1.12
10.000 0.884 C 0.00322 0.38
Y = 0.0848 X + 0.014
r .= 0.9997
n=8

Tabla A.2. Promedio de los valores de absorbancia obtenidos
para las curvas de calibracién de diazepam en agua.

CONCENTRACION ABSORBANCIA € DLE. 3 COEFICIENTE
< pg/ml D VARIACION %
0.628 0.111 € 0.0043 D 3.87
1.280 0.184 C 0.0048 O 2. 49
2.800 0.348 C 0.0062 O 1.78
8, 000 0.844 C 0.0040 O 0.82
10.000 1.187 C 0.0031 > 1.80

0.1148 X + 0.0499
0.5984
=]

3 3 =
naen
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Tabla A.3. Andlisis de varianza para el método espectrofométrico
empleado en la prueba de disolucidén USP ¢ HC1L O.iN D.

FUENTE . SUMA CUADRADOS G. L. CUADRADO MEDIO F

VARI ACION

-5 -5
DIA 1.093 x 10_ 1 1,083 x 10- 0. 8226
ERROR 4.799 x 1075 4 1.185 x 10 CN.S.>
TOTAL 5.833 x 10
Fi,4; 0,08 =772

Tabla A.4. AnAlisis de varianza para el método espectrofotométrice
empleado en la prueba de disolucién II C H,0 ).

FUENTE SUMA CUADRADOS G.L. CUADRADO MEDIO | F
VART ACION
DIA 1.087 x 10_C 1 1.087 x 10_4 0.3834
ERROR 1.111 x 10 g 4 2.783 x 10 CN.S.D
TOTAL 1.220 x 10
Fy, 40,08 = 771
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APENDICE B

“ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD AL ESTADO ESTACIONARIO DE PRODUCTOS
COMERCIALES CONTENLIENDO DIAZEPAM *,

1,

PROTOCOLO

Para participar en el estudio, es necesario que el paciente no

presente evidencia de hipersensibilidad ¢ idiosincracia a

medicamentos y~ 6 benzodiacepinas.

Cualquier sujeto que tenga antecedentes de alteraciones
vasculares, gastrointestinales, hepaticas ¢é renales, debera

ser excluido del estudio.

No deberA tomar ningGn otro medicamento, por lo menos una
semana antes del estudio. Una vez iniciado el protocolo, no se
permitird ningin cambico en el tratamiento del paciente, a
menos que la salud del mismo lo requiera. De ser as{,

notificar al responsable del estudio,

No deber4 tomar alcohol por lo menos 24 horas antes de iniciar

@l tratamiento, ni durante el mismo.

Previamente a la inclusidén al protocolo, se tomard una muestra
de sangre para las pruebas sangufneas y otra para ser

utilizada como blanco,

El dia 1 del tratamiento, el paciente iniciar& la toma del
medicamento "I" del cual tomarA un comprimido 3 veces al dfa
bajo el siguiente horario: 8, 13 y 18 hs junto con 200 ml! de

agua, ceontinuando hasta el dia 10.

Los dias 9@ y 10 del protocolo, se tomarin muestras sanguineas

CSml ) alos siguientes tiempos:t 8 hs ( antes de la primera
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8.

S.

toma del medicamento) y a las 9:30 hs.. Este dfa, no deberéi
ingerirse alimente, por lo ﬁenos 2 horas-después de la primera

toma del medicamento.

A partir del dfa 11, el paciente empezar4d a tomar el
-medicam@ntc “II", que serad entregadoc al responsable médico,
siguiendo el mismo horario, y sin interrumpir el medicamento.
El medicamento II se administrard por los siguientes 7 dfas
€ 11 al 17 2, bajo el mismo régimen,

Los dfas 16 y 17 se hara la toma de muestras sanguineas, a los

mismos tiempos que en los dfas @ y 10,

10.El medicamento III empezard a tomarse el dia lé. y asf{ hasta

el dfa 24 inclusive. La toma de muestras se hara los dias:23 Y-
24. o T

11.Finalmente, el medicamente IV se administrard por los dltimos

7 dias € del 25 al 31 ), tomando las muestras los dias 30 y 31

18.Las muestras de sangre seran centrifugadas para separar el

plasma, el cual se guardard en congelacién C -4°¢ > hasta el

momento de su apélisis.
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HOJA DE CONSENTIMLENTC

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA®
UNIDAD DE INVESTIGACIONES CEREBRALES

Y DEPARTAMENTO DE PSIQUIATRIA

‘En forma woluntaria, hago constar que he sido informado
ampliamente de los objetivos del protocolo de investigacidn de
“Estudio de Biodisponibilidad al Estado Estacionarie de Productos
Comerciales Conteniendo Diazepam *, por lo cual otorgo amplia
facultad al responsable médico del mismo para que se administre
el medicamento que considere adecuado para el tratamiento del

paciento

en vista de este serd con al dnice fin de lograr la recuperacidén

de su salud.

NOMBRE DEL PACIENTE

EDAD, -PESO

SEXO, : , - ESTATURA

RESPONSABLE DEL PACIENTE
FIRMA
FECHA,

RESPONSABLE DEL PROTOCOLO,

MEDICO RESPONSABLE

- TP OB



APENDICE c
810P2V - ARALYSIS OF UARTANCE AND COUARIANCE LJTH REPEATED NEASURES,

Copquth 1872, 1879, 1381, 1982, 1383, 1985, 1987, 1380, 1930
by BADP Siatistical Solnurr. Inc.

PROGRAM INSIRUCTIONS

/BM0P.2Y
/PROBLEM  TITLE 1S amrnuwnuurm'
s1NRYT UARIABLES ARE 7,

FORMAT (5 WEE.
UARIABLE  NANES are Sujeto, Nnudn, Fora, 11,12,13,14.
+GROUP CODESC1) are £ to
NANESC1) ARE Sujt, SuJZ,Su‘J,Suﬂ Suy5, Sus, Suy?,5u;8.
CODES(2) MRE | 10 4,
HANES€2) ARE Peracdol, Periodo?,Periodod,Periodat.
LO0ESEI) ARE 1 to
NMIESE3) ARE Forml, I'nr-) Forsd,Farsd,
/SAVE RESIOUAL.
FILE = RESOual. Blog.
IDDE = RESIOual. 8log.

/BESIGN EBDUD[NE are Su;ela, Periodo, Fora.
OEPCHDERT are ¢ to 2.
LEVEL 1S 4
NAME TS 1
EXCLUGE AR[ l?,l] 23,123
RESIDUAL = N.
4PRINT ALINESIZ2E = 72.
RESIOUAL.
#AND

DESICN SPECIFICATIONS

GROUP = 1 2
OEPEND = 4 % 6 2
LEUEL = ¢

SUNS OF SOUARCS AND CORRELATION MATRIX OF THE
ORTHOGONAL CCAPONENTS POSLED FOR ERROR 2 IN ANQUA TASLE BELOW.

2.40718 1.060
10.82226 =0.229 1.000
7.79293 0,231 0.026 1.000

SPHERICIIY TEST ASPLIED T0 ORTHOGOMAL CONPOKENIS - TAIL PROBABILITY - - 0.456

ANALYSTS OF UARIANCE FOR  1-5T DEPENDERT UARJASLE -
11 12 [ 14

SOURCE  5Um oOF 0.F, REAR F TRIL  CRCENNOU  HUYRH
SOUARES SQUARE PROB.  GEISSIR  FELDT
PROB, PROB.
HEAK £913.5%21 I 4913.5571 1224.68  0.0000
Suseto  407.5788 58,2255 10,31 0.0000
Pericds  11.2288 ﬂ 1.259 0.67 0.5838
Fora 3.4422 3 1. 1474 0,20 0.8328
1 ERROR 100.6133 18 5.4452
Tienpo 63,9203 32130 14,22 0.08000 0.0000 9
15 29.8361 2] 1.4235 2.95 0.0007 0.8012 0.0007
i 8.3984 kS 0.9322 1.9 0.0660 0.0743 0.086
1 6,9838 9 0.2260 1.61 0,137 0.1457  0.1352
2 [RR0R 26.021 $4  0.1819
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['gzgﬂ 3 TPSILOK FACTORS FOR DEGREES OF FAEEOON ADJUSTHERT
GLIERHOUSE-GEISSER  HUYNH-FELDT
2 0.8994 1.0000
ERROR SUN
OF SQUARES CORRESPONDING RESIDUALS
1 RO
2 R1 A2 RY R4
CASE -Sujeio. Perigdo  Fora RO 1] R2 R 1]
1 Suyt Per1l Foral 0.50141 -0,237203 0.87184 -0.56453 -0,07228
2 Sujl Pera2 fora? -0,29109 0.60047 -0.3133} -0.52078 0.26422
3 Suyt Per13 Forad 0,11234 -0,22047 -0.55731 0.65203 -0.03422
4 Supl Persd Forat -0.62246 -0.14297 0.04641 0.21328 -0,15472
5 Su)2 Per11 Fora) 0.82641 0.02547 -0.03766 -0.02453 0.03672
6 Suj2 Per12 Fora? . 46359 -8.05953 0.02163 0.41672 -0.27828
7 Su2 Pen13 Farnd . 29766 -0,23797 0.50516 0.01203 -0,28922
8 Suj2 Perid Forad -0, 16516 0.26703 -0, 44859 ~0.40922 0.63078
9 Suyd Per13 Forsl -2.60516 0.04328 -0.2948¢ 0.0207¢ 4.15078
10 Suyd Perill Fora2 0.80859 0.21703 0.023%1 0.14201 -0.38297
11 Supd Per1t Fored C.21297 0.5344) -0.06297 -0, 18484 -0,28653
12 Su)3 Per12 forad 1.58353 -0.73672 0,33291 -0.02797 0.41078
13 Sugd Per13 forsl 1.13547 1.0501& -0.51797 0.04766 -0.59389
14 Suy4 Persl Fara2 ., 12328 -0.97359 0.42328 0.27141 0.1783)
15 Supd Per14 Fored 0.76609 0.03078 0.15141 -0.28047 0.10828
16 Sujyd Per:2 Farat -0.27828 -0, ~0.05622 -0. }4859 0.31264
17 5u4S Peni2 Tera| L) -0,56184 0,46579 0, 137203
18 505 Perid Foro2 -0,32757 0.63422 0.55103 -1.42765
19 Suys Per11 Forsd 0.99328 =0.77703 -0.62766 1.2324
20 Su)5 Perad Forad -0.52191 0.64766 -0.40922 0.11228
21 Swyé Per12 Fors! 0.492 0.33631 -0.26297 -0,16122
22 Suy6 Per14 Fora2 0. 10026 =0.26203 -0. 13265 0.63859
23 Suyé Peral Farad -1.23047 0.30922 0,17109 -0,
1 Suyb Per13 Forai 0.88231 07547 0.31391 0,2295)
25 Suy? Perid Faral 0.74109 -0, 0.69141 0.25328
2 Sujy? Per13 fore2 0.52246 -0.45831 -0,25829
2 Sup? Peri2 Forad -1, 14268 0.03331 0.46078
28 Suy? Per1l Forad . 12108 -0.2¢641 -0.45578 0.0179?
23 Su)B Perid Toret -1.00516 -0.2838¢ ~0.02047 0.53153
30 Suy® Per1d Fora2 0.472331 0.40234 -0.56353 0.43672
a1 Su)8 Per12 Forad 0,78409 0.4376¢ -0.39797 ~0.05047
32 Suj@ Peril . Forsd -0.25184 0.50297 -0.55016 0.98797 -0,94078
LRROR Sum of RECCNPUTED RELATIVE
e SQUARLS FR0n RCSIOUALS £RROR
1 101.61220 101.61330 0.09000
2 26.02244 26.02294 0.00000
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