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CAPJ:TULO :r 

J: NTROOUCCJ: ON. 

Desde el punto de vist.a biofarrnacéut..ico, es deseable que los 

productos medicamentosos exist.ent.es el mercado, presenten 

minimas diferencias en cuanlo a su biodisponibilidad dado a que es 

una caraclerislica delerminant.e del inicio, duración e intensidad 

de la acción de un fármaco y se relaciona direct.ament.e al poder 

t.erapéut.ico de un madicamenlo. 

El diazepam es un agent.e psicoact.ivo ampliament..e ut.ilizado como 

ansiolit.ico. como relajante muscular y como anliconvulsivo. De 

acuerdo a los crilerios est.ablecidos por la FDA Cl), el diazepam 

es un fármaco que llene un alt.o riesgo potencial para present.ar 

prcblemas de biodisponibilidad. Se sabe por esludios realizados en 

et.ros paises C Z,3 J que numerosos factores t.ant.o de formulación 

como del proceso de fabricación pueden originar alteraciones en la 

disolución. así como en la biodisponibilidad de este fármaco a 

part.ir de las formas f'armacéuticas sólidas. provocando niveles 

subterapéuticos o bien niveles muy elevados que pueden traducirse 

en fallas clínicas C 4 ). A la fecha. la FDA ha establecido los 

requisitos necesarios para conducir los estudios de 

biodisponibilidad de comprimidos que contienen diazepam C 9 J. 

donde se mencionan camio estudios º"in vit.ro'º• la prueba de 

uniformidad de contenido y la prueba de disolución bajo las 

condicLones USP para unidades del mismo lot.a que habrá de ser 

ut.ilizado en el est.udio "in vivo". 

Considerando que una vez disuelto el diazepam absorbo 

rápidamente. es posible pensar que el proceso do absorción pudiera 

est.ar limit.ado por la velcx:idad de disolución. 

Dent.ro de los est.udios realizados en et.ros paises para comprimidos 

de diazepam. la biodisponibilidad del fármaco ha sido est.imada 

t.anto después de una dosis única al igual que al est.ado 

est.acionario después de dosis repet.idas. A pesar de que diversos 

product.os que cont.ienen diazepam han sido retirados del mercado en 

nuest.ro país, a la racha exist.en seis laboral.orlos diferent.es que 



medicament.os que cont.ienen diazepam. ya sea como 

monofármaco o bien combinado con et.ros !'árm.acos. En est.udios 

anteriores realizados con productos elaborados en "'"J:d.co. se 

encont.raron marcadas di rerenci as en la disolución de di versos 

productos comerciales C o. 7 ) . En base a est.os r•sul t.ados. se 

consideró que dichos productos podrían present.ar igualment.a 

diferencias en su biodisponibilidad, 

En vista de que a la fecha no se ha reportado ning6n estudio de 

biodisponibilidad con product.os comerciales nacionales. f'ue 

nuestro interás llevar a cabo un estudio de bioequivalencia con 

t.res marcas comerciales de comprimidos de diazepam en comparación 

con el producto innovador Valium Roche C SUiza :>. El estudio se 

llevó a cabo en pacientes. determinando los niveles alcanzados al 

estado estacionario por las tres rormulaciones comerciales en 

comparación al producto est.indar. Dicho estudio permi t..i6 ademAs. 

est.ablecatr las concentraciones plas~t.icas alcanzadas al est.ado 

est.acionario en p20ci•nt.es. siguiendo al r6gimen comúnment.e 

recomendado la clínica. lo cual reviste tambián gran 

import.ancia. ya que en nu•st.ro medio no exist.a ninguna inf'ormaci6n 

al respecto. 
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CAPITULO ll 

GENERALIDADES. 

2. 1. No.t:>re Qu!-.J.co. 

7-cloro- 1,3 dihidro- 1- met.il-!3 Cenil- 2 H-1,4,- benzodiacapin-2 

ona. 

Sinónimos: diacapam. valium, at.ensim, t.ensium. 

2. 2. Fórmula Condensada 1 

c,d H19 Cl N2 O 

2.3. Fórlm.ll.a Desarrollada a 

2.4. Peso Molecular a 
<:84.76 

2.5. Propiedades Fisicoquíndcas s 

2.5.1. Descripción : 

El diazepam es un polvo crist.ali.no, amarillento, pr.Act.icament.e 

inodoro y de sabor amargo. 

3 



2.S.2. Punto da Fusión 

131 - 139 ºe 

~.9.3. Solubilidad 

El dia:z:epam es soluble en clorof'ormo, et.ano!, dioxano y 6cido 

clorhídrico diluido. Es insoluble en agua . 

Los dalos de solubilidad a t.emperat.ura ambienta se resumen en la 

sigUiont.a t..abl.a:C 8 :>. 

Solvente 

Agua 

Et.er de petróleo C 300-6()0) 

Propilanglicol 

Et.ar 

Isopropanol. 

Etanol 91!3 Y. 

Acetona 

Banca no 

Di met.i l acet.ami da 

Clorof'ormo 

2.S.4.Cons~ant• da disociación : 

Solubilidad mig/ml 

0.09 

0.90 

17.00 

18.00 

l00.00 

41.00 

1~.00 

~o.oo 

aoe. oo 
~.00 

El pKG para el dia:z:epam ha sido determinado espectrof'otomét.rica_ 

mente, obteniéndose un valor de 3.4.C e). 

2.~.s. Espec~ro de Absorción al U.V. 

En alcohol Acido, el dia:z:epam exhibe t.res miximos de absorción, a 

242 ! 2nm e a =100 ) , 285 ! 2 nm C a = 43. 7 ) y 368 't 2 nm a • 

14.6 ),Los mínimos se observan a 221 ! 2 nm. 206 ! 2 nm y 334 ! 2 

En HCl 2N los máximos de absorción se encuentran aproximadamente 

a 242 nm y 287 nm~ en H2 SO, 0.1 N, los miximos estAn en 241nm 

CE •"'= 1402 ), 284 nm e E •"'• 700 ), y 3SQ nm CE &Y. •170). 
&cm &cm 
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2.6.6. Espectro de Inf'rarrojo. 

El espectro de inf'rarrojo, determinado en disco de KBr presenta 

los siguientes picos principales; A 1681, B 1484, y C 1313.C 

cm-s.), 

2.6.7.Ext.racción 

El diazepam es ext..raído de sus soluciones acuosas alcalinas; por 

solvanlos org6nicos. 

2.6.8.Coef'iciente de dislribución 

El coef'icienle de distribución del di.azepam entro oclanol y 

solución amortiguadora de f'osratos C pH 7.4 , 0.05M ), a 2e0c 

do 631. 



2. 6. FarMacodina.la.i.a. 

2.e.1. Int.roducción . 

El diazepam pert.eneca al grupo f"armacológico de las 

benzocUacepinas. f"ármacos de elliitCción para una gran variedad de 

indicaciones clínicas, como son el t.rat.arnient.o da la ansiedad, y 

en la inducción del sueno~ t.ambién son ef"eet.ivos como relajant.es 

musculares y ant.iconvulsivos. Est.os ef"ect.os, act.ualment.e bien 

document.ados, junt.o con su alt.o nivel de seguridad. los han hecho 

gozar de popularidad mundial. Desde que la primera benzodiacepina. 

el clordiacepóxido, f"ue int.roducido la clínica, se han 

int.roducido et.ras 30 benzodiacepinas, las cuales han sido 

ut.ilizadas por más de 500 millones de personas a nivel mundial. 

2.6.2 .. Acción farmacológica y mecanismo de acción 

El diazepam ejerce una acción calmant.e o sedant.e en pacient.es con 

sinloQias y signos de ansiedad y t.ensión. 

Aún cuando no se han ast.ablecido los sit.ios de acción ·molecular o 

ce.'-ular se piensa que act.óa en forma relat.ivament.e específica 

deprimiendo al sist.ema límbico y disminuyendo así la react.ividad 

emocional y las mani fest.aciones sornát.icas que acampanan a la 

emoción. A pesar do que el diazepam es efect.ivo en el t.rat.amient.o 

de pacient.es con agit.ación aguda orioinada por la supresión de la 

ingest.ión de alcohol, deber& ser ut.ilizado con suma precaución en 
el t.rat.amient.o dol alcoholismo. 

Los espasmos musculares asociados con desórdenes agudos del 

sist.ema musculoesquelét.ico y algunos desórdenes neuromusculares, 

agudos y crónicos, pueden responder al e~ec~o sadant.e del 

diazepam.C g ), és~e al igual que el res~o de las benzodiacepinas, 

deprime los reflejos polisinápt.icos en mayor proporción que los 

monosináp~icos, pero ambos son modificados. 

" 



AcLúa LanLo a nivel supraespinal como a nivel de m'dula. ExisLen 

daLos que indican que las benzodiacepinas estimulan recept..ores de 

glicina en el sisLema nervioso cenLral. La glicina probablement..e 

~unciona como t..ransmisor inhibidor en el sist..ema nervioso cent..ral 

y la capacidad de est..os compuest..os para imilar su acción puede 

conlribuir a sus ef'ecLos depresores sobre la act..ividad mol.ora 

excesiva. C 10 ). 

El diazepam. junt..o con el nit..razepam y clonazepam. son f'ármacos 

import..ant.es en el conlrol de la epilepsia. Los Lres son úlilos en 

la epilepsia mioclónica por iny@cci6n int..ravenosa . En 1977 se 

demost..r6 la exist..encia de sit.ios de unión especif'icos para las 

benzodiacepinas en el sil.ama nervioso cent..ral y pront.o hubo 

suricient.e evidencia de que est..os sit..ios de gran afinidad 

est..ereoespecif'ica comprendían los recept..ores f'uncionales más 

rolovant..os de est..• grupo. 

Los descubrimient.os iniciales elect..rof'isiológicos que sugerían 

que est..os; f'.irmacos ejercían su acción por un aument.o de la 

t..ransmisión GABAérgica. han sido vari!'icados por la t..écnica de 

"'unión al ligando" 11 ). La hipót.esis act..ual sugiere la 

ex.ist..encia de un complejo supramolecular de GASA y recept.ores de 

benzodiacepinas. junt..o con un canal prot..eico para iones cloruro. 

El diazepam act.úa promoviendo la apert..ura del canal de iones 

cloruro. lo cual !'avorece la pot.enciación de la t..ransmisi6n 

GABAérgica y consecuent..ement.e da lugar a los e!'ect..os usuales de 

est..& f'árm..co. 

7 



2. 7. FARMACOCINETICA. 

2.7.1. Absorción : 

Después de la adm.lnist.ración oral. el diazepam es ráj,idament..e 

absorbido, alcanzando concent.raciones plasmAt.icas má.ximas dont.ro 

de los 30 a QO min . Con dosis de 9, 10 y 20 mg de diazepam, se 

han obt.enido niveles plasm.At.icos máximos de 149 ng/ml e 110-180 

ng/ml) • 216 ng/ml e 130-300 ng/ml ) y 370 ng/ml C 300-BOO ng/ml) , 

respect.i vament.e C 12 - 17 ) . La absorción es práct.icament.e 

complet.a, como lo indican los resultados obtenidos al comparar las 

áreas bajo la curva de concent.raciones plasmát.icas obtenidas 

después de la adrninislración oral int.ravenosa de diazepam C 18 ). 

La biodisponibilldad de comprimidos de ValiumR cue del 75~ en dos 

voluntarios C 19 ). El alcoholismo crónico, o la administ.ración de 

morCina, Cet.idina. o at.ropina pueden alterar la absorción C 20 ). 

Así mismo. los ant.i Aci dos o los ali ment.os pueden af'ect.ar la. 

velocidad de ab~orción del diazepam e 21 ). 

La ingest.ión de metoclopropanúda e 22 ) y posiblement.e de alcohol 

C 23.24 ) pueden aument.ar la absorción. 

2.7.2. Ad.m.inist.ración Int.ravenosa: 

Despuás de la administ.ración int.ravenosa de dosis de 10 y 20 mg de 

diazepam en volunt.arios sanos. se obt.ienen concent.raciones de 700 

y 900 ng/ml y de 1100 y 1607 ng/ ml respect.ivament.e C12.15). Haram 

y col.e 2S est.udiaron las concent.raciones plasm.diticas 

inmediat.ament.e despuás de la administ.ración int.ravenosa de 30 mg 

de diazepam durant.e el part.o. Después de 55 segundos. se encont.ró 

una cone•nt.ración de 1047 ng/ml y a los 135 segundos despuás de la 

administ.ración. se alcanzó una concentración promedio de 991 

ng/ml. Est.os datos indican que en menos de 1 minut.o se .alcanzan 

concent.r aci enes super 1 ores los 000 ng/ml • que la 

concent.ración mínima requerida para el cent.rol de la crisis. En 

niftos, con dosis de aproximadament.e 0.2 mg/Kg de peso. se pueden 

e 



alcanzar concent.raciones alrededor de 500 ng/ml C26. an. En dos 

recién nacidos. a los 6 minut.os después de la administración de 1 

mg/Jcg 6 da 0.1 mg/Jcg. se encont.raron concent.raciones ent.re 5 775 a 

1 O 800 ng/ml y 2 750 a O 460. respect.i vament..e C 28 :>. 

2. 7. 3. Adm..lnist.ración Int.ramuscular. 

En adult.os, se obt.ienen concent.raciones plas~t.icas m4ximas ent.re 

3!5 a 300 ng/ml dent.ro de los 30 a 00 minut.os después de la 

administ.rac16n int.ramuscular de 10 a 20 ng/m.l de diazepa.m e 

1!5,20,30,:31 ). 

El uso de esta vía de administ.ración poco recomendable, debido 

a las grandes variaciones encont.radas on las concent.raciones 

plasmá.t.icas. al igual que un ret.ardo en la absorción. Las Cuentes 

de variación incluyen el sit.io y prof'undidad de inyección, el 

t.ama"o de la aguja, et.e.e 14 ). En reci6n nacidos y •n ninos hasta 

de 12 anos. despuós de la administ.ración int.ramuscular se oblienen 

result.ados menos erráticos y concentraciones superiores a los 500 

ng/ml dent.ro de los primeros 10 minutos. Dent.ro de los 10 a 60 

minut.os después de la administración de O. 2.4 a 1. O mg/Jcg, 

obtienen concentraciones plasmftt.icas mflximas ent.re 206 a 14.00 

ng/ml e 26,28,32 :>. sin embargo, estos dat.os dif"ieren de los 

encontrados por et.ros aut.ores, estando en !'unción del vehículo 

empleado , por lo cual es pref'eribl• ut.ilizar la vía int.ravenosa 

en caso de emergencia. 

2.7.4.. Administ.raci6n Rect.al. 

La administ.ración de O. !5 mg/l::g 6 de 1 mg/kg de solución de 

diazepam en tubos rect.ales, produce concent.raciones plasm'-t.icas 

máximas de 300 a 800 ng/ml dentro de los primeros 4 a 45 minut.os y 

de 600 1400 ng/ml después da 1 O 60 minut.os de la 

administ.ración. En inf'ant.es y niftos menores 11 anos, las 

concent.raciones de !900 ng/ml requeridas pa.ra el cent.rol de la 

g 



crisis aguda, se alcanzan ent.re los 2 a 6 min. C 26,28,32,33,34 ). 

En conlrasle, los suposit.orios son adecuados par a el 

trat.amient.o agudo de la crisis en los nif'Cos C 26,33 ) o en los 

adultos C 31 ), debido a que se retrasa el tiempo para al~anzar la 

concentración plasmática máxima ademlls de oblener concentraciones 

bajas del fármaco. 

2.7.4. Distribución: 

Después de que la concentración plasmática máxima ha sido 

alcanzada, se puede observar caída biexponencial de las 

concentraciones plasmáticas obtenidas. por lo que el modelo 

generalmente empleado para describir la disposición del diazepam 

es un modelo abierto de dos compartimentos C 35 ). La fase inicial 

de distribución prosenta una vida media de aproximadamente 1 h.Se 

ha propu•,sto un modelo menos utilizado de t.res compart.iment.os, con 

un compart.imento profundo adicional C 18,36 ). En 1983, Jack y 

Colburn C 37 ) combinaron est.e modelo con el de dos compartimentos 

para el metabolito de diazepam, el N-desmet.il-dinzepam. 

estableciendo un modelo de !S compartiment.os para describir la 

tarmacocinática global del fármaco, 

Como resultado de su bajo pKa. y su car'-cter lipofílico, el 

diazepam se distribuye rápidamente a los tejidos y cruza la 

barrera hemat.oencefálica. Despuás da una hora de la administ.ración 

int.raperit.oneal de 0.6 mg/kg en ralas, el diazepam se localiza en 

hígado, rif'Cones, corazón. pulmones, y tejidos muscular, 

peri-renal y adiposo en concent.raciones mayores a las plasmáticas 

38 ) • En el hombre, después de 30 a 60 minutos de la 

administración intravenosa. el diazepam se acumula en el tejido 

adiposo C 39 ) lo cual debe ser un Cact.or import.anle a considerar 

el diseno del régimen da dosificación en pacientes obesos. 

10 



Basándose en su efecto ~ntiepiláptico sumamente rápido. el cual es 

observado incluso d•spués de sogundos de la administración 

intravenosa. se puede asumir 

diazepam al cerebro humano. 

penetración muy rápida del 

Tanto el diazepam el N-desmet.ildiazepam encuentran 

fuertemente unidos a las proteínas plasmáticas. principalmente la 

albúmina C 96.0 a 97.0Y. en voluntarios sanos) C 39.40 ). 

La constante de asociación aparente K a.PP es de 1. 3 x 10-4 M-1 en 

~uero normal C 41 ). 

El al to grado de unión es el responsable de que el diazepam se 

distribuya en muy baja proporción dentro de los erit.rocit.os:. 

resultando en una relación sangre/plasma de 0,58 ~ 0.15 C 19 ), 

Las concentraciones en saliva y líquido cefalorraquídeo son muy 

bajas C 2 a 3.5 X), dado a que representan la fracción libre C 

42-44 '• la cual es independiente de la concentración plasmática 

t.ot.al e 4!5 ). 

En enfermedades hepáticas ó en uremia la unión se ve af'ect.ada. 

resultando en una Ko.PP menor de O. g 6 O. 2 x 10 - 4 M -l 

respectivamente. e 41.48 '· 

Con respecto a la inf'luencia de la edad y del sexo sobre el 

porcienlo de fármaco unido a proteinas plasmáticas. los resultados 

cont.radict.orios. sin embargo se ha establecido que el cociente de 

fármaco unido/ f'ármaco libre es inversamente proporcional al 

logarit.mo de los ácidos grasos no esterif'icados presentes en el 

plasma y directamente proporcional a la concentración de albúmina 

plasmática e 47 '· 

Después de la administración oral de la misma dosis de diazepam. 

ha enconlrado una gran variación inlerindividual en las 

concentraciones plasmáticas del Cármaeo. la cual ha sido alribuída 

las grandes dif'erencias que exist.en en el volumen de 

distribución del mismo e 48 ). 

En volunlarios sanos de 25 a 43 anos. los valores del volumen de 

dislribución del comparliment.o cent.ral se encuenlran enlre 1.6 a 

3. 2 l/lcg. 

11 



La edad, el sexo y algunas ent"ermedades hepát.icas pueden af'ect.ar 

el volumen de distribución del diazepam, alcanzando valores 

mayores en mujeres y ancianos. C 36 ).Las dit"erencias encontradas 

por Greenblatt. y col.C 4g) en las concentraciones plasmáticas y 

en el volumen de distribución , debidas al sexo • no pudieron ser 

corroboradas por Swif't y col. C 50 ). En cirrosis hepática y 

hepatitis, el volumen de distribución presenta un valor m4s 

elevado. debido a una disminución en la unión proteínas 

plasmáticas. La ingestión simultánea de etanol puede disminuir el 

volumen de distribución. e 51 ). 

Después de la administ.ración de alimento. puede aparecer un 

segundo pico. más pequefto, en la concentración plasm4t.ica. El 

mecanismo de la redist.ribución no ha sido aclarado. Se ha sugerido 

un cambio en la unión a proteínas plasmáticas e incluso a una 

recirculación ent.erohepflt.ica. pero a la fecha no se ha podido 

est.ablecer adecuadament.e e 92 ). 

2.7.9. Eliminación. 

La vía principal de eliminación del diazepam la. 

biot.ransf'orma.ción. 

Los principales pasos de biotransformación del diazepam son la N­

desmetilación en N-1. para dar lugar al N- desmal.11-diazepam, que 

es met.abolizado post.eriorment.e por oXidación en la posición C-3 a 

oxazepam. y la oxidación direct.a de diazepam en el C-3 a N­

matiloxazepam. ant.es de la desmet.ilación C Fig I ), Los compuest.os 

oxhidrilados son axcrat.ados como glucurónidos, mientras que el N­

desmet.ildiazapam es axcretado en f'orma conjugada y sin conjugar. 

El glucurdnido de oxazepam es al principal met.abolit.o encontrado 

en orina del hombre. Los microsomas hepát.icos son al sit.io 

principal de biot.ranst"ormación. El N-desmet.ildiazepam representa 

un met.aboli t.o muy import.ant.e ya qua posee act.i vi dad 

ant.iepilápt.ica, sedant.e, hipnótica. y ansiolít.ica C ~3.~4 ). 
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Se ha demostrado que los lres melabolilos. N - desmetildiazepam. 

metiloxazepam y el oxazepam. ejercen una actividad Carmacológica 

sobra el sistema nervio~o central similar a la del compuest.o 

original. A partir de la evaluación comparativa del eCeelo de los 

tres CArmacos. el N-desmelil - diazepam present.6 la mayor 

actividad. a excepción de la actividad relajante, 

El oxa.zepam t.ambién presenta propiedades antiepilépticas 

import.ant.es en el hombre. sin embargo. debido sus 

concentraciones t.an bajas en plasma. tanlo el oxazepam como el 

N-metiloxazepam 

anti epi l épt.i co 

contribuyen signiCicat.ivamente al efect.o 

durant.e el t.ratamient.o diazepam. La 

biot.ransCormacíón del diazepam es dependiente de la edad. 

La vida media aparente de eliminación en voluntarios sanos es de 

aproximadamente 1 a 2 dias. la cual puede prolongarse a más de 100 

hs en ancianos y en pacient.es con enCermedades hepáticas. En 

pacient.es tratados crónicament.e con Cármacos antiepilápticos que 

son inductores enzimáticos. la vida media de eliminación 

aproximadamente un 30Y. más cort.a. correspondiendo a una velocidad 

de depuracion metabólica más elevada. La vida media de eliminación 

es i ndependi ent.e de la dosis, 

cin6tica de orden cero C 55 ). 

exist.iendo evidencia de una 

Cuando se comparó la administración da una dosis <mica contra una 

dos!Cicación repelida en humanos. se encont.ró una vida. media 

similar e incluso más larga. lo cual indica que el diazepam no 

induce su propio metabolismo como se había sugerido ant.eriormenLe 

e 10,ss '· 

Durante la adminisLraci6n crónica de diazepam a volunt.arios sanos 

6 a pacientes C 1!3- 20 mg diarios ) , los ni veles promedio en el 

estado estacionario se encuentran enLre 200 a 1000 ng/ml para el 

diazepam y 120 a 1070 ng/ml de N-desmet.ildiazepam en un lapso da 

a 2 semanas C 18. 40, 93 0 56 ) . En pacientes con epilepsia. 

t.rat.ados et.ros Cármaccs antiepilápt.icos se encont.raron 

concentraciones enLre 100 a 900 ng/ml. 
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La velocidad da eliminación es dependiente de la edad. Los recién 

nacidos prematuros presentan una vida de eliminación más larga qu• 

los nacidos en término. En contraste. los ninos presenlan una vida 

de eliminación más corla. que probablemente deba a una 

depuración aumenlada, Los ancianos muest.ran una vida niedia de 

eliminación más prolongada. principalment.e por un cambio en el 

volumen de distribución. Los padecimient.os hepát.icos pueden 

disminuir la depuración y aumentar el volumen de dislribuci6n, con 

lo cual puede haber un aument.o de 2 6 hasla 5 veces de la vida 

media de eliminación e 97 ) mient.ras que la ingest.ión da alcohol 

en ausencia de daNo hepático imporlanle. puede acelerar la 

•liminación del diazepam e 68 ). 

En el hombre, aproximadamenlo ent.re el e2 al 73Y. de la dosis 

administrada de diazepam es excrelada en orina y un 10 Y. en las 

heces C 36 ).Los principales melabolit.os encont.rados en la orina 

son el glucurónido de oxazepam y el de N- desmelildiazepam, 

mient.ras que los met.abolilos conjugados de N- metiloxazepam y el 

N- desmetildiazepam son de menor import.ancia. 

En 1973 Kaplan observó que después de una administ.ración I.V., el 

N-desmet.ildiazepam excret.ado en cant.idades mayores las 

obtenidas después de una administ.ración por vía oral. sugiriendo 

un erect.o de primer paso. que concuerda con lo reportado por Klot.z 

e 59 ) quien indica una biodisponibilidad del 76Y.. 
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2.8. CONCENTRACION PLASMATICA TERAPEllTICA. 

Oasberg encont.ró que se requiere una concent.ración plasmát.ica al 

est.ado est.acionario de 400 ng/ml para lograr el erect.o ansiolít.ico 

del rármaco C 63 ). sin embargo en et.ros pacientes se han 

observado erectos adecuados a concent.raciones de 270 ng/ml. L.a. 

relación enlre las concent.raciones plasmát.icas de diazepam y el 

cent.rol de las crisis epiléplicas basa es ludios 

prospect.ivos. en los cuales la concent.ración plasmática del 

rármaco se monilorea anles y durante el cent.rol de la crisis. sin 

embargo. exist.e muy poca inrormación al respecto. 

En un estudio se encontró que después de la administración 

intravenosa de 0.14 a 0.34 mg/kg de diazepam a t.res niNos de 4. 5. 

y 15 anos. el control inicial de las crisis recales se obtiene al 

alcanzar concentraciones plasmálicas de diazepam entre 300 y 700 

ng/ml.. y el control da las crisis puede mantener con 

concentraciones plasmát.icas enlre 130 a 180 ng/rnl.C 60 J. En un 

segundo est.udio. después de la adm.inislración rectal de 0.12-0.45 

mg/kg ) a los 10 minutos después de la administración. se logró 

el control de la crisis con concentraciones plasmáticas de 183-

1135 ng/ml C 26 ). Ot.ros dos niNos requirieron concentraciones da 

250 y 330 ng/ml respect.ivament.e para el cent.rol de la crisis. Las 

diCerencias tan marcadas on las concentraciones terapéuticas entre 

pacientes puede ser el resullado del lipo da severidad de la 

epilepsia. lo cual sugiere que las epilepsias Cecales primarias 

generalizadas probabl amante requieren dif"erenles concent.raciones 

para el t.rat.amient.o lant.o agudo como crónico. 

La ineCicacia relat.iva durante el t.ralaln.ienlo oral del diazepam 

puede re!'lejar además el desarrolo de t.olerancia durante los 

primeros de t.r al.ami ent.o 6 bien la existencia de 

concent.raci enes subt.erapéut.icas . Est.o sugiere que el moni toreo 

terapáulico del diazepam puede ser de gran ulilidad cuando no se 

obliene el ereclo deseado o cuando existen erectos secundarios. 
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Las concent.raciones plasmAlicas lóxicas se encuent.ran sobre los 

1000ng/ml de diazepam y 2000 ng/ml de N- desmet.ildiazepam. aunque 

no se cuenla con información definiliva C 81 ), 

a. 9. EFECTOS SECUNDARIOS RELACIONADOS A COHCENTRAcrON PLASMATICA. 

La sedación es el ef'eclo secundario más destacado del diazepam 

durant.e la medicación oral crónica: también son f'recuenles la 

alaxia y la f'alla de coordinación. Est..os efeclos ocurren en su 

mayor parte al inicio del lralam.ient.o en un 40 a 00 X de los 

pacientes y desaparecen con reducción de la dosis . 

Existe una buena correlación entre la concentración plasmAlica del 

diazepam después de una dosis única de diazepam y los ef'ectos 

sedantes. Niveles de 200 ng/ml producen cansancio y sue~o ligero. 

La mayoría se duerme prof'undamenle a los 1~ minutos después de la 

adrninislración intravenosa. cuando los niveles alcanzan valoras da 

1200 ng/m.l. En algunos casos. la def'iciencia de la capacidad 

arit.mélica. visión bororosa y amnesia persislen duranle las 

primaras 2 horas, hasta que las concenlraciones alcanzan valores 

inCeriores a 450ng/ml C 17 ). 

De acuerdo a Horselli. la aparición de ef'eclos secundarios tales 

como s.?mnolencia marcada, mareos, vértigo. at.axia y disturbio en 

el comport.anú neto general. se asocia a concentraciones mayores a 

900-1000 ng/ml C 62 ) . Ot.ros ef'ect.os i nconveni ent.es incluyen 

disarlria. vahídos, falla de atención e hipot.onía. Da cuando en 

cuando hay excitación. Los ereclos sobre la conduela son variados. 

pero han incluido crisis psicót..icas agudas. Puede presenlarse 

aumento de apet.ilo con ganancia de peso. ó anorexia con pérdida de 

peso. 

En ninos es común la irrilabilidad, f'alla de atención. sedación e 

hipolonía C 26 ) y puede estar relacionada a la acumulación del 

N-desmelildiazepam C 33 ) . En ni Nos puede ser moleslo el aumento 

de las secreciones salival y bronquial. 
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Los erectos secundarios más severos, aunque poco frecuen~es son: 

apnea, hipotensión, paro cardíaco. Sin embargo, la adirninistración 

intravenosa lent.a no produce hipotensión ni hipovent.ilación de 

importancia clLnica. 

Algunos ract.ores de riesgo incluyen el t.rat.amient.o con et.ros 

fár~cos t.ales como sedant.es, barbitúricos, lidocaína, epinef'rina, 

met.acualona, clordiacepóxido y amobarbital. Ot.ros f'act.ores como la 

edad y enf'ermedades hepáticas. aumentan la sensibilidad al 

disminuir la eliminación del f'ármaco. 

Dosis Ínasi vas de diazepam pueden originar paro cardíaco, 

hipotensión, apnea y coma, sin embargo algunos pacient.es 

intoxicados que present.aron concent.raci onos de 20000 ng/ml de 

diazepam y 5000 ng/ml de N-desmet.ildiazepam han logrado 

sobrevivir. La recuperación después de una sobredosis ha sido 

at.ribu!da a una t.olerancia al erecto depresor del f'ármaco C 63 J. 

Z.10. Tolerancia. 

El término .. tolerancia'', se ref'iere convencionalment.e al ef'ect.o 

disminuido de una dosis dada de un rármaco después de 

administración repelida. Existen 2 tipos da t.olerancia 

t.olerancia de " disposición " 6 "!'armacocinét.ica", y t.olerancia " 

f'armacodinámica " 6 "tolerancia del si t.io del receptor La 

primera ref'iere la modif'icación de las propiedades 

f'armacocinéticas del f'ármaco despulllis de la exposición prolongada 

al mismo: la segunda se ref'iere a la adaptación en el sen~ido de 

que la concentración en el sitio del receptor de un fármaco dado, 

puede dar lugar a di f'erent.es efectos dependiendo del tiempo de 

exposición a ~st.e. La tolerancia cruzada es aquélla en la cual la 

exposición a un Cármaco da lugar a tolerancia no sólo a dicho 

f'ármaco, sino a otros f'ármacos porlenecienles al mismo grupo 

químico 6 bien a otros f'ármacos dif'erent.es e 64 J. 
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La tolerancia a los erectos sedantes de las benzodiacepinas en 

animales ha sido demostrada en numerosos estudios. sugiriendo que 

después del trat.am.ienlo de 10 días con dosis moderadas se presenta 

desarrollo de tolerancia al erecto ansiolít.ico C 6!!1 ). Diversos 

estudios han demostrado el desarrollo da tolerancia y ti;;,leranci.P. 

cruzada a los ef'ect.os sedantes del diazepam, aún después de un 

tratamiento de sólo una semana a las dosis comírnmant.e empleadas. 

Existe inf'ormaci6n respecto al desarrollo de ciert.o grado de 

tolerancia en el humano a los ef'ect.os sedantes del diazepam, en el 

caso de administración múlt.iple ó en intoxicación C 68 ). Se ha 

demostrado que después de 4 días da la administración inlravenosa 

da diazapam, porsist.e cierta tolerancia al f'árma.co C 6e J. Por 

et.ro lado, se ha demostrado qua pacientes que utilizaron diazepam. 

por lo menos un af'lo ant.es del tralamient.o. requirieron dosis más 

elevadas para lograr el af'ect.o adecuado durante la premedicación 

para ondoscopía e 67,68 ). 

Se ha demostrado el dosarrollo de tolerancia y de t.olerancia 

cruzada los erectos psicomolores del diazepam y otras 

benzodiacepinas. después del tratamiento subagudo e 60 ). 

Algunos autores han propuesto que los melabolit.os del diazepam. 

principalmente al nordiazepam C N- desmet.ildiazepam ) • pueden 

estar involucrados en el desarrollo de tolerancia al diazepam bajo 

dosif'icación múltipla. modif'icando sus efectos e 69 ). 

El lratandent.o previo con nordi~zapam C N- desJTetildi.azepam.) no 

disminuye significativamente los erectos psicomot.ores del 

diazepam. indicando qua dicho matabolit.o interviene 

signif'icativamente en el desarrollo de la tolerancia del compuest.o 

original. Adicionalment.e se ha demc:ist.rado un aumento signiCicalivo 

de las concentraciones plasmáticas, independientemente del 

pretratamiento con cliazepam u et.ras benzodiacepinas. lo cual 

indica que la tolerancia es le caso es de naturaleza 

f'armacodin4rrJ.ca y no f'armacocin~Lica C 66 ). 

Diversos inf'ormes clínicos sugieren que el diazepam puede perder 

parle de su erecto anLiepiléplico, despu~s de un tratamiento de 
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4- e meses. en aprox:imadamenle el 40 Y. de lodos los casos • sin 

embargo • os posiblo la ox.islencia. dig un cambio en la. severidad 

del padecimienlo independient.ement.e del f'ármaco. A<ín se desconoce 

el mecanismo que involucra el desarrollo de la t.olerancia a 

benzodiacepinas, EXislen est.udios realizados en animales • en los 

cuales no se ha podido demost.rar cambio alguno en el número 6 en 

la aC.inidad de los receptores. mienlras que olros aulores han 

reporlado una disminución en el nómero de receplores. después del 

lrat.amienlo crónico C 70 ) : sin embargo, estudios más recient.es 

apoyan una disminución en la sensibilidad GABA-poslsináplica. más 

que una disminución en la densidad del receplor e 71 ). 

2.11. Dependencia 

Exist.en pocos dalos reportados de dependencia a las 

benzodiacepinas durant.e las primeras décadas da su uso • sin 

embargo en 1ge1 Hollisler C 72 ) demost.ró la presencia de sínlomas 

de abst.inencia después de la suspensión dráslica de allas dosis de 

benzodiacepinas. Esludios más recient.es han demost.rado que aún el 

t.ralarnionlo de 3 a 4 semanas con dosis t.erapéut.icas de estos 

f'ármacos. pueden dar lugar dependencia. manifest..ándose 

generalmente por síntomas de abstinencia C 73 ). En adult.os se han 

inCormado sínlomas de agitación, ansiedad. temblor alucinación y 

crisis tónico-clónicas generalizadas en algunos casos part.iculare~ 

al suspender el lrat.amienlo con diazepam. 

Hast.a la !'echa no se conoce el desarrollo de dependencia en 

pacientes con epilepsia tratados crónicamente con diazepam. En 

recién nacidos expuestos intrauterlnamento al rármaco. puede 

presentarse el síndrome de abstinencia neona~al después del 

nacinúento. caraclerizado por t.emblor. irritabilidad. hiperlonici­

dad. y aumento lent..o de peso. 
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2.12. usos TERAPEUTicos. 

El diazepam es el f'árma.co de elección para el t.rat.amiant.o del 

••st.at.us epileplicus ••• o de las crisis epiliépt.icas recurrentes, 

independienlement.e de la etiología 6 del lipo de crisis. 

Act.ualment.e se encuent.ra bajo est.udio el uso de t.ubos reét.ales de 

diazepam en episodios !'abriles para evit.ar las convulsiones • los 

cuales han sido propuestos como alt.ernat.iva al t.rat.amiant.o con 

Cenobarbilal. 

Para el t.rat.anUent.o de emergencia se pref"!ere la adm.inist.ración 

int.ravenosa . Con administ.ración lenta se logra detener el 70 a SO 

Y. de las crisis, siendo poco f'recuent.es los ef'eclos secundarios. 

En muy raras ocasiones se ha presentado apnea 6 hipotensión, pero 

conveniente tenerlo en cuent.a sobre lodo cuando existen 

!'actores de riesgo present.es C edad avanzada, corazón al t.erado, 

enCermedades pulmonares 6 hepát.icas, t.rat.amient.o con sedant.es 6 

bolo int.ravenosos r'pido ). 

El diazopam se ut.iliza en adultos en dosis de 10 a 20 mg diarios. 

para el t.rat.andent.o de problemas psiquiát.ricos del pacient.e 

epilápt.ico i.e. ansiedad, t.ensión, episodios psicót.icos con 

insomnio, et.e. 
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2.13. BIODISPONIBILIDAD DE OIA2EPAH. 

De acuerdo a los criterios establecidos por la Administ.ración de 

Fármacos y Medicament.os C 1 ), el diazepam es un f'ármaco que tiene 

alt.o riesgo pot.encial para presentar problemas d& 

biodisponibilidad dada su baja solubilidad en agua C 0.09 mg/ml), 

así como la relación t.an elevada de excipient.es a fármaco con que 

se le present.a en comprimidos C >5: 1 ) . 

El diazepam presenla un pKa de 3.4; las caracleristicas de 

t.ransf'eroncia del diazepam a lravés de la membrana invertida de 

inlestino de rala, son consislentes con una buena absorción C 18 

) . Es lo sugiero qua una vez en solución, la permeabilidad C 

absorción ) del diazepam a t.ravós de la mucosa gastroinleslinal no 

es un f'aclor lim.itanle para la adminislración oral del diazepam. 

Se ha demostra..do que diferencias en la disolución del fármaco 

pueden originar igualmente diferencias en su biodisponibilidad. 

Numerosos esludios previos han senalado diferencias en la 

disolución del diazepam a partir de diversas marcas comerciales de 

comprimidos C 74.75,76 ). El ef'ect.o de algunos excipienles que son 

comúnrnent.e utilizados en la elaboración de comprimidos. sobre la 

velocidad de disolución y la biodisponibilidad de este fármaco 

lambién ha sido esludiado con anlerioridad C 77,78,79). 

En 1974 se realizó un estudio de b!odisponibilidad en dosis {mica 

en 16 voluntarios sanos C6 mujeres y 10 hombres ) • para dos 

formulaciones de comprimidos y dos de supositorios CSt.esolid y 

formulación experiment.a.1 "Diazepam II "j C80). 

Adicional ment.e det.erm!nó su velocidad de disolución del 

diazepam empleando agua como medio y canaslillas a 90 rpm . t.os 

resullados demost.raron que exist.en dif'orencias lanlo enlre 

t.ablet.as como enlre los suposilorios en el T~0 C aproximadamente 9 

rnin para Stesolid t.ablet.as y suposit.orios de referencia y mayor a 

50 minutos para las preparaciones experiment.ales). Sin embargo en 
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los est.udios in vivo se encont.ró equivalencia ent.re los e 
preparaciones de t.ablet.a .• mient.ras el caso de los suposilorios se 

observaron diferencias significat.ivas en el t.mox' lo cual indica 

que no extsle una correlación direct.a enlre los resullados 

oblenidos "in vi t.ro'' por est.os aut.ores y los est.udios ''in vivo" •• 

En 1982, Ogat.a et. al. C 3 ) realizaron est.udios de disolución de 

15 preparaciones comerciales de diazepam C comprimidos de 5 mg ), 

ut.ilizando 6 mélodos diferenles C vaso, canast.illas rot.at.orias, 

canast.illa oscilant.e, un simulador de solubilidad, frasco 

rot.at.orio y canast.illa única ). La disolución del diazepam a pH de 

1.2 en lodos los produclos fue muy rápida; el t.50 C liempo en que 

se disuelve el 50Y. del fármaco ) fue inferior a los 5 minut.os en 

lodos los casos, pero a pH de 4.6, los valores de T
50 

ulilizando 

el mélodo de canast.illas esluvieron comprendidos enlre los 3 a 120 

mi.nulos, con lo que se demost.ró que algunas de las preparaciones 

de diazepam mueslran una disolución pH dependient.e. Cuat.ro de los 

product.os empleados en el est.udio de disolución fueron ut.ilizados 

en un est.udio de biodisponibilidad C dosis única ) en humanos, en 

el cual se demost.raron diferencias est.ad!st.icamenle significat.ivas 

en la velocidad de absorción C Cmax y e,, 2 y sn ) , pero no en la 

canlidad t.ot..al absorbida C ABC ) . La concent.ración plasmát..ica 

promedio y la concent.ración a una hora presenlaron una buena 

correlación con el T'!50 y T70 delerminados por el mélodo del f'rasco 

rot.at..orio a pH 4.6. En cont..rasle, la velocidad de disolución a pH 

1.2 no presenló correlación con los parámetros in vivo. 

Post..eriorment.e se pudo demost.rar que la acidez del jugo gást.rico 

afect.a la biodisponibilidad de dicho fármaco, dado que su 

disolución es pH dependient.e y especialment.e baja a pH ent.re 3 a 

7, con lo cual se sugiere que para est..udios de biodisponibilidad 

seria convenient.e medir la acidez del fluido gást.rico de sujet.os 

t..rat.ados con diazepam, a fin de explicar las posibles diferencias 

en los niveles plasmálicos del fármaco. Est.e faclor es import..ant.e 
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a considei-ar t.ambiéri e~ ·1·~.>_adlni'.n1~-~~ac~.ºn ::·con:)~nt.~ d~·>:a1'9un~:S 
anliácidos. ya q~1e _se ~ab~ -.que -·éslos 'pueden ·reL:.:Lrdar' el -

vaciamfenlo ~~~':-¡..i~o_;:'"~l _~:gua~;_ q~~. ne~i:-~_a1:_~za·~: ~-~.;'.,:.r1_uÍcdo· :~á_sl.rico 
e e~ ' , .. -· -.- - : ; .···:· :_--, \:_,-,, '· .: .· 

En~ _el:_-. Ter~er · '. suP~em9r1t.o -;._de :)'a< l!~ --~ix .-_·, . 82 ' ) ·~ ·: se.,'. publ-~có por 

primera· v~z la prueba de disolución para· compr1.midos de· diazepam. 

e;s·L·a··:prueb~,. s-e r-a~11_za- en-:el:.':_Ap.il=k.t.ci--1' -d·e::ia--UsP'c cañast.111as:> a 

100 r.p.m. , empleanrJo HCi .0:1N· é::omo _medio de disolución a 37°C. 

E~ lílnÍ;t.~ eslablecido-indica que debe disolverse no menos del 85 ~ 

de __ diazepam ·e_~ 30 mi_nulos~ S~n embar_:-go a la .fecha no ha sido 

publiCada ref'erencia alguna que demuestre la correlac16n in 

.. vivo-in vilro" de la misma. Así: mismo. la FDA ha establecido los 

necesarios para:· conducir los es Ludios de 

biodisponibilidad de comprimidos de diazepam C 10 mg J. en los que 

se recomienda realizar los estudios •••in vit.ro'·a- de unif'ormidad de 

contenido y la prueba de disolución de acuerdo las 

especif'icaciones de la USP XXI ... Esta prueba deberá realizarse a 

unidades del mismo !ole que habrá de ser utilizado en el estudio 

"in vivo". La prueba USP XXI así como la USP XXII no presentan 

dif'erencias respecto a la USP XX. Para los comprimidos de 2 y 5 

mg, deberá realizarse el estudio de biodisponibilidad de los 

productos 6 bien podrá ser aprobado si se cuenta con la 

sigu1enla docum~nlación : 

a. Las tabletas de 2 y 5 mg presentan una composición de principio 

activo y excipientes proporcional a la de 10 mg. 

b.· Las tabletas de 2 y 5 mg presentan un comportamiento de 

disolución salisf'actoriamente comparable a las tabletas de 10 mg. 

c. Se han llevado a cabo estudios in uiuo aceptables para las 

tabletas de 10 mg. 

Anteriormente..· se han realizado algunos esludios de disolución de 

productos comerciales de comprimidos de diazepam C 5 mg J. 

elaborados en México C 6 J. En este caso la prueba de disolución 

USP no present.6 un poder discriminativo adecuado para los 21 
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!oles esludiados. Adicionalmente al método oficial se probaron 3 

métodos experimentales de disolución. de los cuales el método que 

utiliza el Aparato 2 USP. a 50 rpm. con 500 rn1 de agua como medio 

de disolución resultó ser el más adecuado para dif'eren.ciar las 

características de disolución de los productos. Posteriormente se 

evaluó la liberación de diazepam en 3 productos comerciales. 

analizando 3 lotes diferentes por ambos métodos C 7 J. 

A diferencia del estudio anterior. al utilizar el método USP. fue 

posible diferenciar claramente las caracter!st.icas de los 

productos. En este trabajo se distinguieron 3 tipos de productos. 

unos de baja. otros de mediana y los de alta disolución y 

solamente 3 de los 9 lotes estudiados cumplieron con las 

especificaciones de la USP C T a=i 

pertenecían a un mismo fabricante. 

La biodisponibilidad del diazepam 

30 min ) • lodos ellos 

partir de diferentes 

formulaciones para administración rectal también ha sido objeto de 

estudio para diversos autores. En 1975, Kant.o estudió la 

biodisponibilidad de diazepam partir de supositorios en 

voluntarios sanos. La concentración plasmática máXima después de la 

adnúnistración de supositorios fue comparable con la obtenida 

después de la administración oral de diazepam. alcanzándose 

rápidamente en una hora. El autor llegó a la conclusión de que la 

base empleada en el suposi t.orio juega un papel crucial sobre la 

absorción rectal del diazepam C 16 J. 

En 1981 Viukari y col. C 83 ) compararon la biodisponibilidad 

relativa del Cármaco en supositorios. respecto a tubos rectales. 

en seis pacientes geriátricos hospitalizados e 3 hombres y 3 

mujeres ). La biodisponibilidad relativa de los supositorios con 

respecto a los tubos fue de 116 ~. sin embargo no se obtuvieron 

diCerencias est.ad!st.icamente significativas entre el ABC. ú otros 

par4melros farrmacocinéticos. 

La administración del tubo no presentó grandes ventajas Crenle a 

supositorios bien formulados. En este caso no se obsevaron 

diferencias con respecto al sexo de los pacienles. 



Igualment.e se ha inrormado sobre la imporlancia de la rormulación 

en la efeclividad del diazepam parlir de preparaciones 

iny~clables. En un estudio realizado con una preparación en rorma 

de emulsión 'ºDi azemul us ") campar ación al di azepam 

solubilizado C " Valium J, las concentraciones plasmáticas ruaron 

consistentemente mayores para la solución C 84 ). Esle estudio se 

realizó en 8 voluntarios C 6 hombres y 2 mujeres J. ent.re 22-50 

af'fos . Las Cp :s mln ruaron de 682 :!:. 58 ng/rnl v. s 480 ! 43 ng/ml C p 

< 0.025) y a los 15 min de 514 ~ 28 v.s. 380 : 33 e p < 0.001 '· 

Las A_;3C0 - 24 h ruaron respect.ivament.e de 2921 !198ng/ h./ ml v.s. 

2257 .. 177 ng/ h/ ml para Valium y Diazemulus. C p < 0.001 ). Sin 

embargo estos resultados no concuerdan con los de Naylor y col, 

quienes no encontraron dif"erencias en un a~oludio similar C 85 ). 

La comparación de la biodisponibilidad del diazepam en diversos 

estudios ha dado dlf"erentes resultados. Esto se debe 

principalmenle diferencias en la biodisponibilidad 

interindividual que puede llegar a ser del orden de 30 Y. C 48 ). 

La biodisponibilidad relativa de una cápsula de liberación 

controlada en relación a las tabletas normales, rua determinada en 

un estudio realizado en voluntarios de edad avanzada C 55-74 anos). 

El estudio de dosis única cruzado de 2 vías se realizó en 18 

voluntarios, quienes recibieron una cápsula de liberación 

cent.rolada de 15 mg 6 una lableta de 5 mg. 3 veces en un día C 

t. i. d. ) , a 1 as 7. 12 y 1 7 hs. Las concent..raciones plasmáticas 

permanecieron estables entre las 2 a las 24 hs en el caso de la 

cápsula de liberación controlada. evitando el pico inicial y las 

otras fluctuaciones asociadas con el régimen convencional C 5 mg 

l.i.d. ), Las .áreas bajo la curva similares. indicaron iguales 

cantidades absorbidas entre Cormulaciones y regímenes. C 86 ). 
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La comparación de los parámelros de esla población , en relación 

con la de adullos jóvenes C 87 ) moslró valores inrerior~s en las 

concenlraciones plasmáticas máximas y una mayor estabilidad de las 

mismas • 

Tuomislo y col. también det.erminaron la biodisponibilidad del 

diazepam y sus met.aboli los en una cápsula de liberación 

cent.rolada. compar.ándola con la lablet.a regular C 89 :>. En esle 

estudio se determinó lant.o el diazepam como el N-desmet.ildiazepam 

por cromat.ograr!a de gases , As! mismo se realizó el an4lisis de 

receptores marcados que determina la actividad t.ot.al de 

benzodiacepinas. y se determinó la concenlración de diazepam en 

saliva. En general las concenlraciones plasmáticas ruaron menores 

para el caso de la cápsula de liberación cent.rolada que para la 

t.ablela. 

Estas variaciones sin embargo pueden signiricar una ventaja desde 

el punto de vista clínico. ya que durant.e la administración 

crónica, se evitará el pico inicial obtenido con la tableta 

normal. 

Dentro de los estudios realizados. la biodisponibilidad del 

diazapam ha sido estimada después de una dosis única al igual que 

al estado estacionario después de dosis repelidas . La estimación 

de un r4rma.co después de la dosiricación repelida orrece ciertas 

ventajas rrent.e a la estimación de una dosis (mica. En el caso de 

rármacos muy polen les, las dos! s adrni ni st.radas son del orden de 

unos cuantos núligramos. como lo es en el caso del diazepam, por 

lo que las concentraciones plasmáticas alcanzadas después de una 

dosis única son del orden de nanogramos de manera que se requiere 

contar con métodos analíticos muy sensibles. Cuando se administra 

una dosiricación m6.l.liple. se alcanzan concentraciones mayoresJ lo 

cual f"acilit.a el análisis de las muestras: en el caso de que el 
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esludio se realice en pacienles. no se requiere suspender la 

ler api a, evi lando e.l periodo de 1 a vado, el cual suele ser muy 

prolongado en el caso de f'ármacos con vida media muy larga. Al 

permilir cambiar de una f'ormulación a ot.ra inmedialamenle, el 

pacienle acl<.ta como su propio conlrol. 

Puest.o que la biodisponibilidad es uno de los f'aclores más 

imporlanles que delermina la eficacia y seguridad del fármaco, es 

imporlanle conocer el comport.arnienlo in vivo, durant.e la 

administ.ración clínica del fármaco. 

Kaplan y col.C 18 ), demoslraron la absorción complot.a del 

diazepam al ser administ.rado 

parámet.ros farmacocinélicos 

administ.ración de una dosis 

por v!a oral y basándose en 1 os 

oblenidos después de la 

única. est.imaron los perfiles de 

concent.ración plasmálica bajo 

Recienlemenle, Eat.man y col. C 36 

dosificación múlliple. 

confirmaron los valores 

mediant.e un est.udio de dosis múlliple comparando dos regímenes de 

dosificación diferenles, por lo que los dalos en el est.ado 

est.acionario indicaron caract.eríst.icas reproducibles enlre dosis 

t.ant.o de disposición de absorción y concent.raciones 

plasmá.licas en el eslado est.acionario comparables para fármaco y 

met.abolit.o, t.ant.o en el régimen de e mg 3 veces al día como 1e mg 

una vez al día. 

Las concenlraciones plasmáticas de diazepam y su met.aboli lo, el 

N~desmelildiazepam después del lrat.amienlo con una dosis oral de 5 

mg t.res veces al día fueron invest.igadas en 7 pacienles 

psiquiátricos C 2 J. En est.e trabajo se incluyó un est.udio cruzado 

para evaluar la biodisponibilidad al eslado estacionario de 2 

product.os comerciales de lablet.as de 9 mg de diazepam y una 

suspensión oral en comparación con el product.o da referencia 

"Valium". 

28 



Las formulaciones se adminitraron al azar. la primera f'ormulación 

se administró durante 10 días y las tres siguientes por un período 

de una semana cada una e 7 días ), Se incluyó el est.udio de 

disolución de las formulaciones usando el aparato 1 USP .en medio 

ácido a 50 r.p.m .. No se encontraron diferencias en la disolución 

de los product.os. De su estudio concluyeron que se requiere un 

período de una semana para obtener niveles estacionarios del 

diazepam. cuando se administ.ra crónicament.e. Las tabletas dieron 

lugar a niveles semejantes. mientras que la suspensión mostró 

niveles más bajos al est.ado estacionario, indicando por lo tant.o 

una absorción incompleta. 

Finalmente. Gustafson y col. 89 determinaron la 

biodisponibilidad de una cápsula de liberación cent.rolada en 

comparación a la t.ablet.a normal lant.o en dosis única como en dosis 

repelidas. Igualmente incluyeron un est.udio para det.erminar la 

influencia del aliment.o en la biodisponibilidad del f'ármaco. 

El objet.1 vo del est.udio de dosis t'mica f'ue comparar los per!'iles 

plasmát.icos de diazepam observados después de la administ.ración de 

una cápsula de liberación cent.rolada C 15 mg) en voluntarios 

sanos. tant.o en ayunas como en presencia de alimento. con los 

correspondient.es perfiles observados después de la administ.ración 

en un día de las lablet.as convencionales C Valium S mg t..i.d. ) . 

La t.ablet.a est.ándar se disolvió complet.amente en menos de 16 

minutos bajo las condiciones de la farmacopea C USP ) ; la 

disolución para la cápsula fue gradual y se complet.6 en un tármino 

de 8 a 12 hs. Las áreas bajo la curva obt.enidas para los t.res 

casos fueron práct..icamente iguales. indicando una 

biodisponibilidad equivalente. 

El objet..!vo del est.udio de dosis múlt.iple !'ue definir la 

biodisponibilidad de la cApsula después de la administración 

crónica. comparando los perfiles de concentración plasrn.At.ica t.anto 

de diazepam como del N-desmet..ildiazepam. siguiendo la 

administ.ración del estándar durante 14 días C 5 mg t..i.d,, y la 
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cápsula de liberación cent.rolada por 14 días más C una vez al dia 

) . Las muest.ras se lomaron ant.es de la la. y 3a. adminislración 

del dia y a las 1. 5 hs Caproximadamenle t. maK para la t.ablet.a 

est.ándar ) después de cada adminislración. 

Los. resul lados de área bajo la curva obt.enidos después de la 

administ.ración crónica en un inlervalo de dosif'icación al est.ado 

eslacionario f'ueron consislent.es con el esludio de dosis única. 

Los autores observaron que en el eslado estacionario, después del 

octavo día de trat.amiento. las concent.raciones de diazepam y 

N-desmelildiazepam Cpmln y C ,. 5 h ruaron virlualment.e las mismas. 

Los dat.os demoslraron concenlraciones plasmáticas virlualment.e 

idént.icas a estos dos tiempos con ambos lrat.amienlos. No se 

enconlraron direrencias en presencia de allment.os. 

30 



z. 14. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMI NACION DE DI AZEPAM EN 

FLUIDOS BIOLOGICOS. 

La determinación simult.ánea de diazepam y sus melabolit.os en 

f'luídos biológicos ha sido objelo de 

invest.igaciones. Para esle análisis 

gran número da 

requiere cent.ar con 

técnicas analit.icas muy sensibles pueslo que las concentraciones 

encontradas durante la terapia generalmenle son menores a 1 mg/l, 

Cromat.ograría Gas-Líquido. 

La técnica más ext.ensament.e empleada para la determinación y 

cuant.if'icación de estos compuestos ha sido la cromat.ograf'ía de 

gases. la mayoría con det.ect.or de captura de electrones. debido a 

la presencia de un grupo eleclronegat.ivo C Cl ) en posición 7 da 

la molécula y el grupo carbonilo en posición 2. del anillo 1-4 

benzodiacepínico. L.as primaras publicaciones a este respeclo 

comprendían l.a conversión del compuest.o original 

correspondienle dorivado de 0-arninobanzof'anona. mas volálil y 

sensible al delect.or de caplura de eleclrones C 90 ). 

Sin embargo. a pasar de la sensibilidad de eslos Jn4.lodos • su 

especif'icidad es cueslionable. debido a qua los melabolilos del 

f'4rmaco pueden dar lugar a los mismos derivados. disminuyendo as! 

la ex.aclilud y especif'icidad del análisis. 

En 1978. de Silva y col C 91 ) presenlaron la delerrninación del 

diazepam y et.ras benzodiacepinas ulilizando un procedimienlo más 

sencillo para la extracción. La técnica requiere una mueslra de 2 

ml de sangre. a la cual se af'laden 2 ml de solución salurada de 

Na9 P04 O.BH. a pH de 12.8. y se ext.rae con e ml de una mezcla de 

benceno-cloruro de melileno C 9:1 ). Después de cent.rifugar a 

2600 rpm por 15 rnJ.nulos, a ioºc. se separa la rase orgánica y se 

evapora a sequedad. El residuo se redisuelve en una mezcla de 

benceno: acelona:met.anol C 80:15:5) y se inyeclan de 10 a 100 pl 
al cromat.ógraf'o de gasas. equipado con det.eclor de caplura de 

alect.rones. 
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Se utiliza una columna de vidrio de 3 pies de largo por 2 mm de 

diAmet.ro interno, empacada con OV-17al 2Y. sobra Chromosorb WCHP) 

de malla 80/100. El mét.odo permit.e det.eclar concent.raciones de 1 

a 10 ng / ml de plasma. 

El mét.odo de Berlin y col. C 2 ) describe la extracción directa 

del diazepam y el N-desmet.ildiazepam usando benceno como solvente 

ext.ract.or y griseof'ulvina como est.ándar int.erno. Est.e mélodo 

permile delerminar nivelas lerapéut.icos plasrná.t.icos en un volumen 

de mueslra de 90 a 100 µ1 de plasma utilizando la siguient.e 

t.écnica: a 100 µ1 de plasma se a.Haden 100 µ1 de solución saturada 

de KCl y 4 ml de benceno se exlrae por 10 minut.os y se 

cent.rif'uga. De la capa orgánica se separan 3 ml y se evaporan a 

sequedad bajo at.mósfera de nitrógeno. El residuo se reconsliluye 

con 100 pl de benceno que contiene la griseofulvina y se inyect.a 

1 µl al cromat.6grafo. 

Se emplea una columna de vidrio de 6 pies de largo por 3 nun de 

diámet.ro i nl.erno, empacada con OV- 17 al 3Y. sobre Gas Chrom C 

80/100), det.ect.or de caplura de electrones con Ni d3 como fuente 

de radiación y nitrógeno a 29 rnl/ min como gas de arrastre. 

Las temperaturas de la columna. inyeclor y det.ector ruaron: 

236°C. 2eeºc y 314 ºe respectivamente. 

Los tiempos de ret.ención obtenidos fueron: 4 rnin para diazepam 

9 rnin para N-desmet.11-diazepam y 12.5 min para griseofulvina. 

El método presenta result.ados sat.isfa.clorios en cuanto a la 

precisión en el análisis de las muestras y una linearidad 

adecuada hasla 1000 ng/ml. La concentración mínima deteclable es 

de 30 ng/ml para diazepam y de 40 ng/ml para N-desmet.ildiazepam. 

Esle procedimiento fue reproducido por otros autores con algunas 

modificaciones menores, pero algunos presentaban fuentes 

potenciales de error. Gamble C 92 ) aument.a el t.amal"l:o de la 

muesLra a 200 ~l de plasma y después de la extracción con benceno 

separa únicamente 2 ml de la fase orgánica a f'in de evit.ar 

interferencia con la interf'ase. Las demás 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 f'ueron 

238° c. 270°c y 2eoºc. respectivamente. 

Los tiempcs de retención para diazepam. N-desmetil diazepam y 

griseorulvina bajo estas condiciones son respectivamente: 2 

mi nulos, 3 minutos 1 O segundos y 7 nú nutos 20 segundos. La 

llnearldad del método abarca de 100 a 400 ng/ml para diazepam y 

de 200 a 800 ng/ml para N-desmetlldiazepam; sin embargo, los 

cromatograma.s de Gamble presentaban picos asimétricos para el 

metabolito y la grlseof'ulvina y considerando que las 

concentraciones f'ueron calculadas en base a la altura de los 

picos. este ractor puede aumentar la posibilidad del error 

.anali.tico. 

Igualmente. Arnold e SO ) modif'ica el método de Berlin para el 

análisis de muestras de 200 a 1000 µl de plasma. las cuales se 

ext.raen directamente con 3 ml de benceno y se mezcla por 3 min. 

Despuás de separar las rases, se pipetean Z ml de fase orgánica 

en un tubo y se evaporan a sequedad en baHo María y el residuo se 

redisuelve en 100 µ1 de benceno cont.eniendo 0.25 µg/ml do 

clordiacepóxido C estándar interno ). De la solución f'inal so 

inyectan Z µ1 al cromalógraro. Esta técnica utiliza una columna 

de al umninio de 5 pies de largo por l/4 de pulgada de diámetro 

interno, empacada con E 350 a13%: en diat.om.ita CQ C 100-200 ). 

Como gas de arrastre se- ut.ili za una mezcla de argón-met.ano 

9:1). a 100 ml/min, y detector de captura de electrones. 

L..as temperaturas empleadas son: inyector 300° c. horno 270ºC y 

detector 32oºc. 

Los tiempos de retención oblonidos bajo estas condiciones son: 1 

minuto para diazepam. O.SS nú.n para oxazepam; 1.39 para 

N-desmet.ildiazopam ; 2.15 min para hidrox.idazepam y 5. 4 min para 

el clordiacepóxido. 

El porcenlaje de recuperación es del 98 ~ y la sensibilidad de S 

ng/ml. 
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Algunos a.ut..ores ha.n a.rgument..a.do que el uso de clordiacepóxido 

como es~ándar inlerno no es adecua.do. ya que se ha encont..rado que 

es t.ermolábil bajo condiciones cromat.ográficas similares a las 

em~leadas por Arnold e 93 ). 

Ot..ros mélodos ex.islenles en la lileralura que ulilizan la 

cromalografia gas-liquido consideran olro lipa de solvenles. o 

bien cambian la fase estacionaria. con diferenles propósilos. 

El mélodo de Howard & Nickless C 94 J. describe un mélodo rápi~o 

para de~erminar niv~les de diazepam y sus melabolit.os en orina, 

sangre y plasma con relat.iva rapidez y una exaclitud aceptable. 

Este mét.odo emplea un volumen pequeNo de solvente extractor C 200 

µl de benzoato de etilo, el cual contiene el estándar interno, 

prazepamJ. para extraer un volumen de 2 ml de muest.ra. Est.e 

mélodo aplicable a la determinación de los compuest.os 

mencionados a concent.raciones similares a las obt.enidas en es~ado 

estacionario y no es recomendable para niveles muy pequel'fos de 

benzodiacepinas, a pesar de la sensibilidad de 10 ng/ml para 

diazepam y 30 ng/ml para N-desmet.ildiazepam. Presenta además el 

inconveniente de la formación de una emulsión la cual se rompe 

por congelación, durante el proceso de extracción . 

Rulherford C 93 ) desarrollo un micrométodo rápido e 20 a 100 µ1 

de plasma) con una extracción simple C no requiere pasos de 

t.ransf'erencia. ni de evaporación) para la det..erminación 

simult..ánea de diazepam y N-desmelildiazepam. El método requiere 

de 100 pl de plasma. se le agrega prazepam como estándar interno. 

se extrae con acetato de n-but..ilo y se agita en vorlex por 30 

segundos. Se loman 2 pl de la fase orgánica y se inyecta al 

cromalógrafo 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 diámetro interno. con OV- 17 al 3Y. sobre Varaport.. 

30 C 00/ 100 ) . Las Lemperat.uras empleadas para columna. y 

detector son 250°C y 270°C. respect..ivamente. Como gas de arrast..re 

emplea argón a una velocidad de !'lujo de 00 ml/ min. 
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Bajo est.as condiciones. el diazepam. desmet.ildiazepam. oxazepam y 

prazepam present.an t.iempos de retención de 3.6 min. 4.7 mln. 2.7 

min y e.o m.in. respectivamente. 

La sensibilidad del método es de 20 ng/ ml para diazepam y 

desmet.ildiazepam en plasma y puede aumentarse a '3 ng/ml en caso 

necesario con buena precisión C 4-5Y. C.V. ). Est.e mát.odo ofrece 

grandes venLajas en cuant.o al t.iempo de análisis. volúmen de la 

muesLra y facilidad de ext.racción sobre muchos oLros que incluyen 

cromat.ograf ía gas-liquido con detección de captura de elect.rones. 

Wallace y col. 95 J. utilizan una nueva rase liquida 

estacionaria, S? 2290-DB para el aná.lisis por croma.lograría de 

gases con capt.ura de elect.rones, que present.a la ventaja de 

aumenLar la sensibilidad del análisis y la simetría de los picos 

obt.enidos en comparación con las et.ras f'ases com<mmenle 

empleadas. l& OV-17 y la OV-1. 

Aunque se han publicado olros miát.odos de cromat..ograf'ta de gases 

que utilizan del.actor de ionización a la f'lama e 96 ) 6 delect..or 

de f'lama sensible a nitrógeno C 97 ) • est.as t.écnicas son menos 

sensibles que la det.ección con captura de electrones. 

Cro111alograCía de Líquidos de Alta Resolución. 

En la lit.erat.ura se han publicado numerosos métodos por 

cromat.ograría de líquidos de alla resolución para el análisis 

cuant..it.at.ivo del diazepam y sus met.abolit.os. lanlo en f'ase normal 

como en ~ase inversa. 

Bugge A. C 98 ) ut.iliza cromat.ogra:f'ia de líquidos sobre silica 

porosa C Part.isil 10. da t.amano de partícula de 10 µm:J, empleando 

una mezcla de n-heptano-isopropanol-metanol C 4.0: 10: 1 ) . Para 

prop6sit.os forenses. 6 clínicos de rutina. 1 ml de sangre es 

suficiente para detectar concent.raciones superiores 100 



ng/ml ; en el caso de ni val es más bajos. se requieren 2 ml de 

sangre. .Est.e mét.odo requiere de un procedi mi en lo de ext.racci ón 

bast.anle elaborado. siendo lineal hast.a 1500 ng/ml. El 

procedimient.o de ext.racción es similar al de Berlin, sólo que 

ut.iliza un volumen menor para la ext.racción y un procedimient.o de 

retroext.racción para la limpieza de las muest.ras. La recuperación 

para niveles sanguíneos comprendidos ent.re 100 y 500 ng/ml. 

det.ertnJ..nada con 10 ext.racciones paralelas es de 92 :!:. 7~ para 

ambos compuest.os. 

El mét.odo propuest.o por Brodie y col. C 99 ) • en !'ase inversa. 

requiere una muest.ra de 2 ml de plasma y prazepam como est.ándar 

interno. El pH se ajust.a a 9.0 con una solución de boratos y se 

ext..rae con 10 m1 de át.er diet.!lico. Daspuás de agilar y 

centrifugar. la fase et.área se evapora a sequedad bajo at.mós!'era 

de ni t.rógeno. El residuo se redisuel ve con 25 }'l de met.anol y se 

inyectan de 10 a 20 pl al cromalógra!'o de líquidos. 

Se ut.iliza una columna de 30 cm x 4 mm de diámetro int.erno. 

empacada con µBondapak C18 CWat.ers).y una rase móvil constituída 

por una mezcla de met.anol-agua C 65:35 v/v ) a una velocidad de 

!'lujo de 2 ml/min. Los tiempos obt.enidos para el diazepam. 

N-desmet.ildiazepam y prazepam bajo est.as condiciones f'ueron 6min, 

S min y 10.5 min, respect.ivament.e. 

La recuperación total de diazepam es de 90 ~ 3% y para 

N-desmet.ildiazepam de 94 ~4 X en un rango de concentración de 10 

a 400 ng/ml. El l!m.iLe de detección !'ue de 10 ng/ml para diazepam 

y de 2 ng/ml para el N-desmelildiazepam. 

El mátodo de Kabra et al C 100 ) requiere de 2 m1 de sangre para 

la det.erminación de diazepam y N desmetildiazepam por CLAR 

tambián utiliza prazepam como est.ándar interno, una columna 

Parl!sil-10 ODS C Reeve Angel, Cli!'t.on) de 29 cm x 4.5 mm D.I. y 

una rase móvil constit.u!da de una mezcla de acetonit.rilo­

solución amortiguadora de acetato de sodio o. 01 M C pH 4. 6) C 

35:69 v/v) a una velocidad de !'lujo de 2 ml/mi.n. l-a. detección de 
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los compuestos la realiza a 240 nm. lo cual da una sensibilidad 

de 40 ng/m.l para diazepam y de 30 ng/ml para el desmelildiazepam 

y una 1 i near ! dad de O. 09 a 1 O mg/ml • Est.e mét.odc;> es 1 o 

suf'icient.ement.e sensible para el monit.oreo de diazepam y sus 

met.abol i t.os 

encont.radas. 

las concent.raciones terapéuticas normalmente 

El método descrito por Vree y col. 101 f'acili ta la 

determinación simultánea de diazepam N-desmelildiazepam 

oxidiazepam y oxazepam en 0.2 ml de muestra C sangre :>. Este 

método ha sido aplicado salisfactoriamente a estudios 

f'armacocinéticos en el hombre y en perro y también para el 

análisis rutinario de muestras. 

A 0.1 m.l de plasma ú orina se agregan 10 pl de acet.onilrilo 

conteniendo 400 ng de f'lunitrazepam como est.~ndar interno y 2 ml 

de éter diet.ílico y se mezcla por mi nut.o. La mezcla se 

centrif'uga por 5 min a 4000 rpm. Se separa la capa et.área y se 

evapora a sequedad. Se redisuelve con 0.2 ml de f'ase móvil y 

inyectan 0.1 ml al cromatógraf'o. Esle método utiliza una columna 

de Lichosorb RPS C 5 µ de t.ama~o de part.ícula :> y detección a 230 

nm. Como f'ase móvil emplea una mezcla de agua­

metanol-acet.onitrilo C 500:450:50) a una velocidad de f'lujo de 

1. 6 ml/min. Los tiempos de retención obtenidos para el 

f'lunilrazepam. diazepam y N-desmet.ildiazepam y oxazepam son: 

6.6mln, 21.8 min. 1.7 min y 10.67 m.in respect.ivamenle. 

La recuperación de la oxt..racción para el diazepam es del 96 t 7Y.. 

del Ql t 7Y. para N-desmelildiazepam y 89 ~ 6Y. para oxazepam. Se 

observa una buena linearidad en el rango de 10 a 10 OOOng/ml. La 

sensibilidad es de 30 ng/ tnl para todos los compuestos. 

Recient.emenle. Tada Koji y col. C 102 ) 0 inCormaron de un método 

rápido y sensible para la determinación del diazepam y sus 

met.abolilos nordiazepam. oxazepam y lemazepam : de 250 a 1000 µl 

de suero se extraen en éler y los compuestos son cuantif'icados 

por cromatografía de líquidos de alla resolución sobre una 

columna de m.icroparlículas '' Shimpack FLC- CS. C 3 µm diámet.ro:>. 
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El eslAndar inlerno que se utiliza es eslazolam y la ext.racción 

se lleva a cabo en éler diet..ilico previa alcalinización del 

suero con solución de hidróxido de sodio.El ext.raclo se evapora 

bajo atmósfera de nilrógeno a 40°C. La rase móvil empleada fue 

una mezcla de solución amort..iguadora de fosfatos pH e.o- met..anol 

C 47/93 v/v). La detección se realiza a 254 nm. El lími t..e de 

det..ección es de 10 ng/nü . El mét..odo es lineal en un rango de 20 

a 2000 ng/m.l par a di azepam y nordi azepam y de 20 a 600 ng/ml 

para oxazepam y t..emazapam. La precisión es adecuada. presentando 

C.V. de 2.4 a 4.7X para oxazepam y t..emazepam y 1.9 a 6.Q para 

nordiazepam y diazepam. dentro del d!a .. La variación entre días 

es de 3.8 a 5.7 Y. para oxazepam y lemazepam y de 3.2 a 7.6Y. para 

nordiazepam y diazepam en 4 días diCerenles. 

La recuperación analítica es de 94.4Y. para oxazepam, 96.6Y. para 

t.emazepam, 92.BY. para nordiazepam y 87.1~ para diazepam. 

Esle mét..odo difiere de los anteriores en que incluye el análisis 

complet..o de lodos los melabolitos del diazepam. lo cual es de 

importancia clínica. sobre lodo en el caso del trat.amient..o con 

dosis masivas de diazepam an pacientes esquizofrénicos. sin 

embargo se menciona que es necesario aumentar el límite de 

detección para poder monit..orear el oxazepam a las concentraciones 

tan bajas en las que se encuenlra en sangre. 

En general. la cromat..ograC!a de líquidos de alta resolución para 

la determinación del diazepam y sus mel.aboli los comprende una 

ext.racción simple y una linearidad en un rango mucho mas amplio 

de concentraciones, comparada con la cromal.ograría de gases. por 

lo cual es aplicable en la det..errninación de concentraciones tanto 

terapéuticas como lóxicas. 

Las columnas de Case inversa utilizadas en la cromat.ograf'!a de 

líquidos.son actualmente las de elección. ya que es posible 

separar una g:-an variedad de Cármacos con ellas y requieren 

relativamente poco mantenimiento y preparación. 
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Cro-.a.togratía en Capa Fina. 

Algunos aut.ores han desarrollado mát.odos para la det.erminación 

del diazepam y sus met.abolit.os en placa f'ina det.erzn1:nándolos 

direct.ament.e de la placa sin revelado por densit.omet.r1a. a un 

m.ixi.mo de absorción de 232 nm. después de la extracción con 

t.olueno del plasma C 103 :>. La sensibilidad es de es ng/ml. El 

m6t.odo implica una ext.racción direct.a. sin derivat.ización. pero 

t.arda 2.5 horas para su desarrollo. 

Sun y col e 104 ) describen un método alt.ament.e sensible e 5 - 18 

ng/ml de plasma :> por det.erm.inación f'luorodensitomát.rica del 

diazepam y sus met.abolit.os desmet.ildiazepam y oxazepam. La 

f'luorescencia se genera trat.ando las placas de gel de sílice con 

un spray de H2so.. Est.e procedimiento es aplicable a et.ras 

banzodiacepinas. 

Radioinmunoanálisis. 

Peskar y col. C 105 ) obt.uvieron dos ant.icuerpos separados. uno 

para diazepam y el et.ro que reconoce al N-desmet.ildiazepam, El 

radioinunoanálisis es capaz de delectar 20 ng/ml del f'ármaco en 

cantidades hasta de 50 pl de suero. El mét.odo tiene una excelent.e 

sensibilidad pero poca aspecif'icidad con respect.o los 

1uet.abol i t.os. al compar"rsele con los procedimientos 

croma.Logr6f'icos. 

Técnica del Radio-receptor. 

El dia:~epam. al igual que otras benzodiacepinas pueden ser 

analizadas en f'luídos biológicos mediant.e una Lácnica de 

radio-receptor" 106 :>. Este análisis so basa en el 

desplazanúent.o de un ligando marcado con trit.io. i.e. 

3H-f'lunitrazepam. por un ligando no marcado. de los sit.ios de 

unión de las benzodiacepinas. en un homogenado de corteza 

cerebral de rata. La concentración del ligando no marcado pueda 
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estimarse a partir de la actividad inhibitoria sobre la unión del 

radio-ligando. cuando se compara con concent.raciones conocida$ 

del mismo ligando. o bien uno relacionado. El equipo utilizado es 

un.contador liquido de cent.elleo y la sensibilidad del mét.odo es 

de 40 ng/ml para diazepam. al ~mplear una muesLra de 50µ1 de 

plasma. Esla t.ácnica ha sido aplicada salisCactoriamenle al 

an~l!sis de muestras da saliva, con una sensibilidad de 40 a 60 

ng/ml. 

Este mét..odo mide la concent.raci6n t.ot.al de la actividad de 

benzodiacepinas y puede aplicarse. en relación a la aCinidad del 

receptor, a t.odos sus derivados . Es~e mélodo es poco tít.il cuando 

se requiere separar los metabolit..os del compuesto original~ sin 

embargo es una herramient.a ótil al proveer un parámetro biológico 

para la comparación de los eCec~os de las benzodiacepinas. 
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CAPITULO r:r:r 
PAR TE Ell:PERI MENTAL. 

3.1.Ad.quf.sición de estándares y productos empleados en el es~udio 

Se ut.ilizó diazepam est..ándar nacional de ref'erencia C FNEUM ), 

lot.e DMZ-1 el cual f'ue adquirido direclamenle de la S. S. A., El 

nilrazapam y oxazepam ut.ilizados como est.ándares secundarios 

f'ueron amablement.o donados por Laborat.orios Grossman de México, 

Los product.os comerciales nacionales est.udiados. Albor-al C Lot.e 

88 GOS :> • Paci t.rán C Lot.e BE 1003 ) • Val! um C Lot.e 871002) • 

f'ueron solicilados direct.ament..e a los laborat.orios product.ores. 

El product.o innovador Va.lium, Roche C Lot.e B 2478 ) , f'ue 

amablement.e donado por Laborat.orios Roche. Suiza. 

A cada uno da los product.os se le asignó una clave: ""A'' C 

Albor-al); ••p•• C Pacit.rá.n)~ "M'" C Valium , México) y "V" CValium. 

Suiza.). 

3.2.Conlrol de calidad de los productos. 

Todos los product.os t"ueron sometidos a las siguientes pruebas de 

cent.rol de calidad: 

3.2.1. Variación de Peso: 

Se pesaron i ndi vi dual mente 

promedio y la desviación 

20 comprimidos. Se obt.uvo el peso 

estándar. La Farmacopea USP XXI 

especit"ica que no debe existir una variación mayor del SY. en no 

más de 2 comprimidos e 107 ). 

3.2.2. Contenido Químico. 

Para la cuant.it"icación del diazepam en los comprimidos. 

ut.ilizó un método espect.rof'ot.om6t.rico. el cual f"ue validado en 

cuanto a su exact.it.ud y repet.ibilidad y que se describe a 

cont.i nuaci ón: 
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3. 2. 2. 1. Equipo. 

Especlrorot.ómet.ro Marca Zeiss, modelo PM2-DL 

Balanza Analítica Sarlorius, modelo 1801 

Agitador vorlex múltiple Thermolyne, modelo 16700. 

3.2.2.2. Reactivos: 

Et.anal Absolut.o R. A. Merck. Acido Sulf'úrica-·· R. A;~ Merck 

3.2.2.3. Soluciones : 

Solución de Acido sulrórico en etanol: 1.4 ml de.AcidO sulfúrico 

se diluyen y at'or an a 1000 ml con etanol ·absol ut.o. 

3.2.2.4. Método : 

Se pesan y se pulverizan no menos de 20 comprimidos. Del polvo se 

pesa una cantidad equivalente a 5 mg de diazepam, t.ransririéndose 

a un mat.raz volumélrico de 100 ml. Se agregan !30 m1 da la 

solución alcohólica de ácido sulfúrico, se agita en vort.ex por ~ 

minutos, y se a.rora a volumen con la misma solución. Se mezcla y 

se fillra descartando los primeros m.ililit.ros del f'ilt.rado. Se 

loma una alícuota de 10 ml y se transfiere a un matraz af'orado de 

50 ml. af'orando a volumen con la solución etan6lica. y se mezcla. 

Se determina la absorbancia de esta solución a una longi t.ud de 

onda de 284 nm. Paralelamente se determina la absorbancia de una 

solución' patrón de diazepam. estándar de rererencia. en et.anol 

ácido. a una concentración de aproximadamente 10 p.g/ml. 

3.2.2.6.Validación del Método. 

Para det.erm.inar la linearidad y repet.ibilidad del método 

espect.rofolométrico se prepararon 3 curvas de calibración en 2 

días direrent.es en el rango da concentración de 0.5 a 10 p.g/ml y 

se calculó el coeficient.e de correlación y los coef'icient.es de 

variación para cada concent.ración. 
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Para la validación de la técnica de cuantif'icación. se hicieron 

por lo menos 20 deternúnaciones de una misma muestra de polvo de 

comprimidos de diazepam, est.ableciendo la desviación es.t.4ndar y 

los lími les de conf'ianza al 95Y. para la media. Igualment.e se 

determinaron los intervalos de conf'ianza sobre la varianza a f'in 

de establecer la exactitud del método. 

3.2.3. Unif'ormidad de Contenido. 

Se analizaron individualment.e 10 comprimidos de cada uno de los 

productos est.udiados empleando el siguiente método : se pulveriza 

un comprimido y se t.ransf'iere a un mat.raz af'orado de 60 rnl, se 

agregan 20 m.l de la solución et.anólica de ácido sulf'tírico. se 

agit.a en vort.ex por 9 minut.os y se af'ora al volumen. Se f'ilt.ra y 

del f'ilt.rado se loma 1 rnl. a.f"orando a 10 ml con la solución 

et.anólica. Se deterrnina la absorbancia de est.a solución y la de 

una solución de est.ándar de diazepam de concentración 

aproximadamente igual a 10 µg / rnl empleando una longit.ud de onda 

de 242 nm • y solución etanólica ácida como blanco de ajuste. 

Do acuerdo a la USP XXI. el contenido de principio act.ivo debe 

est.ar comprendido ent.re el 85 - 115 X de la cant.idad ospecif"icada 

en el marb9t.e y el coef"icient.e de variación debe ser menor del 6 

Y.. Si una unidad cae f'uera del 85'- 119 Y. y ninguna f'uera del 

75-125 X, 6 bien si el coef'icient.e de variación excede el e X, se 

analizan et.ras 20 unidades más. l..a prueba se cumple si no más de 

una unidad da las 30 cao f"uara del 85- 119 X y el coeficient.e de 

variación no excede el 7.8 XC 107 ). 

3.3. Pruebas de Disolución. 

Los produc~os estudiados Cueron sometidos a las siguient.as 

pruebas de disolución: 

3.3.1. Prueba USP XXI 

Se utilizó el Aparato 1 de disolución USP. con una velocidad da 
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giro de las canaslillas de 100 r.p.m. y 900 ml de HCl O.lN como 

medio de disolución. Se delerminó el perfil de disolución. 

lomando muestras durante 2 hs. a intervalos de tiempo previamente 

es~ablecidos C e ). L..a prueba se realizó con 12 unidades de cada 

lote. De acuerdo a la USP XXI debe disolverse por lo menos el 85Y. 

de diazepam a los 30 minutos. 

3.3.2 •• Método II. 

Se uliliz6 el Aparato 2 USP de disolución. con una velocidad de 

agitación de 50 r.p.m. y 500 ml de agua deionizada deaereada como 

medio de disolución C 6 ). Esle méLodo fue previamente propuesto 

como alternativa al método US?, ya que presenló un mayor poder 

discr1m.inalivo con respeclo a las características de disolución 

de dLversos productos comerciales. 

3.3.3. Análisis de las muestras. 

En un principio prepararon por lo menos 6 curvas de 

calibración C 3 por día. en dos días diferenlesJ • lanlo en HCl 

0.1 N. como en agua deionizada fin de eslablecer la 

linearidad y precisión de los métodos un rango de 

concentración de 0,625 a 10 ~g/ml de diazepam. La absorbancia de 

las soluciones en HCl 0.1N. se det.erm.in6 a 242 nm (según lo 

establece la USP XXl) y a 229 nm en el caso del agua CApendice 

~-

Para ambos métodos se tomaron alícuotas f'il lradas de 5 ml del 

nledio de disolución. sin reposición de medio a los 1. 3 0 5. 16, 

30. 45, 60, 90 y 120 minutos. La concentración de diazepam en las 

muestras se determinó a part.ir de una curva patrón preparada el 

mismo día de la prueba. En lodos los casos se realizaron dos 

pruebas • con 6 comprimidos cada una. A partir de los dalos se 

calculó el 

es t.abl eci dos. 

porcienlo promedio disuelto 
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3.4. METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR DIAZEPAM EN PLASMA. 

3. 4. 1 • Equipo. 

Cromat.6gra~o de líquidos de alla resolución Marca Beckmann. 

equipado con 2 bombas reciprocanles Modelo 110 A y 110 B. 

Det.ect.or de U. V. de longit.ud de onda variable Mcx:lelo 240. Un 

inyect.or de asa de volúman conslant.e de 20 pl y un módulo de 

dalos Modelo 427. 

Columna de Case inversa. Novapak C 18 de 19 cm de longit.ud y 3Q 

mm de diámelro in~erno C Wat.ers ). 

Agit.ador vort.ex Thermolyne, modelo 16700. 

Cenlrífuga Beckmann. modelo TJ- B. 

Balanza analít.ica Sa.rt.orius. modelo 1801. 

Evaporador de solvenles 

3.4.2. Reactivos y Est.•ndares. 

n-Hexano R.A. Merck 

Met.anol absoluto R.A Merck 

Acido bórico, R.A .• Merck 

Hidróxido de sodio, R.A .• Merck 

Cloruro de Pot.asio, R.A. • Merck. 

Oiazepam est.éndar nacional de refarencia FNEUM C S. S. A.). Lot.e 

DMZ-1 

Ni t.razepam, est.6ndar secundario de referencia Cdonado por Lab 

Grossmann) 

Oxazepam, ost.ándar secundario de raterancia Cdonado por Lab 

Grossmann) . 

Agua destilada 

Agua deionizada 
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3.4.3. Preparación de las soluciones. 

Solución de Acido Bórico- Cloruro de Potasio 0.2 M: 

DiSolver 12.37 g de ácido bórico y 14.Ql g de cloruro de potasio 

en agua y af"orar a 1000 ml. 

Solución de Hidróxido de sodio 1 M: 

Disolver 162 g de hidróxido de sodio R.A. en 150 ml de agua libre 

de cae. Enf"riar la solución y f"iltrar por papel grueso. 

Transf"erir 64.6 ml del Cilt.rado claro y diluir con agua libre de 

co2 y at"orar a. 1000 ml. 

Solución de hidróxido de sodio 0.2 M: 

Diluir un volúmen adecuado de la solución 1 M de hidróxido de 

sodio con agua suf" i cien t.. e par a obtener una solución de 

concentración 0.2M. 

Solución Amortiguadora de Boratos pH Q.O C USP XXI ): 

Colocar 50 m1 de solución de ácido bórico- cloruro de potasio 

0.2M en un matraz volumétrico de 200 ml y agregar 20.8 m1 do 

solución 0.2M de h.idróx.ido de sodio. Diluir y af"orar a volumen 

con agua destilada. 

Solución Patrón de Diazepam 

Pesar y disolver 12. 5 mg de diazepam est.ándar de ref"erencia en 

melanol absolut.o. a.rorando a 25 m.l C concenlra.ción 500 µg/ml :>. 
Esta solución se puede conservar a lempera.t.ura ambiente ha.st.a por 

~OÍS R\QSGS ( 103 ). 

Solución de nit.razepam e estándar ext.erno :>: 

Disolver aproximadamente e.25 mg de estándar de nit.razepam en 

met.anol absoluto y a.rorar a 25 m.l para obtener una concentración 

de 2!50 µg/ml, la cual es estable en re!'rigeración. Esta solución 

se diluye en el momento del análisis en una mezcla de metanol/ 

agua e 60:40) para obtener una concentración rinal de 2.6 µg/ml. 
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3.4.4. Procedimiento, 

El método analítico empleado es el propuesto por Castillo y col. 

C 108 ' con algunas modit'icaciones. 

En tubo de vidrio de 10 ml con tapón de rosca. se colocan 0.5 m1 

del plasma conteniendo el diazepam y se aNaden 200 µl de solución 

amort.iguadora de borat.os pH 9.0. se mezcla y se agregan 3 ml de 

hexano R.A .• agilando vigorosamente en vort.ex por 90 segundos. Se 

centrit'uga por 15 minutos a 3~ r. p.m.. La. t'ase orgánica se 

separa y se coloca en un tubo cónico. donde se evapora a sequedad 

en baNo maría a no más de 50° C y bajo atrnóst'cra de nit.rógeno. El 

residuo se reconst.it.uye con 50 pl de una solución met.anólica de 

nilrazepam a una concentración de 2.5 µg/ml C estándar ext.erno) 

y se inyect.an 20 µ1 al cromat6grat'o. 

3.4.e. Condiciones Cromatográt'icas. 

El análisis se llevó a cabo utilizando una columna Novapack C-18 

C Waters '· de 15 cm de longitud y a.g mm de diámetro interno. La 
Case móvil empleada fue una mezcla de metanol- agua 60:40 C V/V 

) . La velocidad de flujo se mantuvo constante a 1 ml/min y 

operando el detector a una long! t.ud de onda de 2!:34 nm. La 

val oci dad de car la Cue de O. 25 cm/mi n. El procedimiento se 

esquemat.iza en la Figura 2.1. 
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seo pl DE PLASMA 

~ 200 pl BUFFER BORATOS pH 9 

I+ 3 ml HEX ANO 

AGITAR VIGOROSAMENTE 90 SEGUNDOS 

1 
CENTRIFUGAR 

20 MI N r 3500 RPM 

.-~~~~SEPARAR FASES~~~~--. 

FASE ACUOSA 
(DESCARTAR ) 

FASE ORGANICA 

1 
EVAPORAR 

eoºc e ATMOSFERA N, 

1 
REDISOLVER EN 80 pl 
SOLUCION NITRAZEPAM 

e 2. s Jl9" mi ' 

1 
INYECTAR 20 pl 

Flg. 2.1 Procedimiento empleado para la extracción de dlszepamen muestras 

plasmáticas ( anállele por cromatograffa de llquldoa de alta resolución). 
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3.5. VALIDACION DEL METOOO AHALITICO PARA LA CUAHTIFICACIOH DEL 

DIAZEPAM EN PLASMA. 

Con el f'in de contar con un málodo conf'iable. se eval~aron los 

parámetros de linearidad, precisión, recuperación. estabilidad y 

repelibilidad en dif'erenles d!as. 

3.S.1. Preparación de las soluciones en plasma: 

De la solución stock de diazepam en metano! C cene. 500 µg/ml. J. 

se lomó un ml y se diluyó a 10 ml con mela.no! absoluto. De esta 

solución se loma.ron 2 ml y se af'oraron a 10 rnl con agua. 

destilada. A partir de esta solución se hicieron las siguientes 

diluciones con plasma libre da fármaco : 

ml se diluyó y af'oró a 10 ml Ce= 1000 ng/ml) Solución A 

S ml de solución A se af'oraron a 10 ml Ce= 500 ng/mlJ Solución B 

S rnl de Sol. B se af'oraron a 10 m1 C e~ 2SO ng/rnl ) Solución C 

S ml de Sol. e se af'oraron a 10 ml C ca 125 ng/m.l) Solución O 

S m.l de Sol. D se af'oraron a 10 ml C c= 62. 5 ng/ml) Solución E 

5 ml de Sol E se acoraron a 10 ml e c= 31.25 ng/ml) Solución F 

3.6.2. Linearidad ~ 

Se prepararon O curvas en plasma aNadiendo diazep.a.m en un rango 

de concentración de 30 a 1000 ng/Jnl y se analizaron por al 

procedimiento descri lo previament.e. La relación de áreas del 

diazepam con respect.o al nit.razepam se graricó cont.ra la 

concentración de diazepam a fin de determinar si la respuesta era 

lineal. 

3.5.3. Precisión 

Para de-terminar la variabilidad en un mismo di.a. se analizaron 

por sextuplicado muestras plasmllt.icas las cuales les 

adicionó diazepam a concentraciones de 30, 60, 120. 250. 600 y 

1000 ng/ml, y se calculó el coeficiente de variación. 

La repetibilidad en diferentes días se determinó analizando una 

vez al día soluciones 

diferenles. 

la misma concentración en e días 
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3.5.4. Recup•ración : 

Se prepararon soluciones do diazepam en met.anol C 30-1000 ng/ml' 

las cuales se evaporaron a sequedad. El residuo se reconstituyó 

cory 50 µl de la solución metanólica del nitrazepam e inyectando 

al eroma.tógraCo. 

A partir de una matriz de plasma se prepararon 30 muestras de 

concentración conocida de diazepam C 30-1000 ng/ml.:>. las cuales 

se analizaron de acuerdo al procedimiento descrito y Cueron 

inyect.adas paralelamente a las muestras arriba mencionadas. La 

recuperación se calculó como la relación de la respuesta de las 

muestras ext..raídas y las obtenidas con las soluciones de diazepam 

en melanol. 

3.9.9. Selectividad 

Se analizaron muestras del plasma libre de Cármaco (blanco) y al 

mismo tiempo muestras a las que se agregaron cantidades conocidas 

de diazepam. nitrazepam y oxazepam. uno de los metabolit.os del 

diazepam. 

3.5.6. Sensibilidad 

Concentración mínima delectable: So prepararon soluciones de 

di azepam en plasma en concontr aci enes de 9 a 30 ng/ml y se 

analizaron por el mátodo descrito, junto con muestras de plasma 

blanco. 

3.5.7. Estabilidad del diazopam en Plasma. 

A Cin de establecer la estabilidad del diazepam en plasma., se 

prepararon soluciones del Cármaco de concentración conocida en el 

mismo. se di vi dieron en lubos de ensayo y se guardaron en 

congelación hasla el momento de análisis. Se retiraron 

muestras a tiempo cero. y a intervalos de una semana durante un 

mes y rueron analizadas bajo el método descrito, preparando 

paralelamente una curva eslándar da diazepam en plasma. 
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3.B.APLICACION DEL HETODO AHALITICO EN EL AllALISIS DE MUESTRAS DE 

PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA H\JLTIPLE. 

3.B.1. EspeciCicidad del método analítico. 

Sa prepararon soluciones de estándares de algunos de los Cármacos 

~s comúnmente empleados en clínica junto con el diazepam. 

utilizando la mezcla de met.anol/.agua 60: 40 C v/v como 

di sol ven t. e. una concentración aproximadamente igual a la 

inI'ormada como t.erap6utica promedio. Estas soluciones ruaron 

inyectadas diraclament.e al cromat.ógraro con el objeto de conocer 

la respuesta de cada I'ármaco al sistema cromalográI'ico empleado. 

Post.eriorment.e prepararon muestras plasma agregando 

canlidades conocidas de diazepam y de cada uno de los I'ármacos 

bajo estudio. y se analizaron por el método ya mencionado. 

3.6.2. Muestras Clínicas. 

Se eligieron pacientes hospitalizados de uno y et.ro sexo, 

seleccionados al azar y de dist.int.as edades. Los pacient.es 

surrían da diversas enrermedades de et.iología mixt.a. En la 

ma.Yoría de los casos ruaron trat.ados con diazepam y diversos 

rármacos. Se recolectaron muestras de sangro C S tnl ) 90 minutos 

despuH de la administración del diazepam. t.ubo 

heparinizado. Después de cent.rirugar. se separó el plasma y se 

guardó en congelación hasta el moment.o de su análisis. La 

concent.ración de diazepam se det.erminó en cada una de las 

muestras utilizando el método cromatogr4rico descrit.o. 

El análisis de cada muestra se veriricó por cuadruplicado a rin 

de conocer la repet.ibilidad del análisis bajo la presencia de 

ot.ros r-Airmacos. 
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3. 7. ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD AL ESTADO ESTACIONARIO EN 

PRODUCTOS COMERCIALES CONTENIENDO DIAZEPAH 

Se.evaluó la biodisponibilidad de lres productos comerciales de 

fabricación nacional. en comparación al product.o de ref'erencia 

Valium Roche. Suiza C Lote B 2478 ). El est.udio se llevó a cabo 

en e pacient.es psiquiát.ricos e 6 mujeres y 2 hombres) cuyas 

edades se encuentran comprendidas ent.re los 17 a los 46 anos y en 

estado de salud somática general buena. El estado de salud so 

det.errrúnó por eximen físico y clínico de laboratorio que incluía 

biomet.ría hemát.ica. examen general de orina. glucosa en sangre. 

f'uncionamient.o renal• f'uncionamient.o hepálico, BVL, f'osf'at.asa 

alcalina. bilirrubina. Las caract.er!slicas f'!sicas de los 

pacientes se incluyen en la Tabla 2.1. 

Se oxcluyeron del est.ud.io aquéllos pac.ient.es que pudieran t.ener 

ant.ecedent.es de alteraciones vasculares, gast.roint.est.inales, 

hepát.icas renal es. Igualmente aquéllos que t.uvieran 

ant.ecedentes de hipersensibilidad benzodiacepinas o t. ros 

f'ármacos. Los pacientes y sus familiares fueron enterados del 

propósit.o del estudio y de los riesgos posibles y se les pidió 

f'irmar una cart.a de consent.irnient.o. de acuerdo a las f'ormas 

ut.ilizadas en el Hospital de Neurología C Apéndice B ) • En el 

estudio fueron incluídos aquéllos paci~ntes psiquiát.ricos cuyo 

principal diagnóstico ansiedad y para los cuales el 

tral.amienlo propuest.o por el médico era diazepam. Al médico 

responsable se le entregó un protocolo C Apéndice 8 ), a f'in de 

que se sujet.ara a las restricciones lo más posible. como era el 

evit.ar hacer modificaciones en la administración de fármacos una 

vez iniciado el protocolo, salvo que fuera indispensable para la 

salud del paciente. El protocolo f'ue sometido igualmente al 

Comité Científico del Instituto para su aprobación. No 

permitió la administración de ningún fármaco fuera de los 

soff•l•dos en l• Tabla 2.1. 



Tabla 2.1. CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES EN EL ESTUDIO 
DE BIODISPONIBILIDAD. 

Paciente Edad Sexo Peso Est.at.ura 

e cm ) 

Terapia 

e af'los ' e kg ' Simultánea 

32 -F 57.0 159 

2 38_· -'-F 68.6 162 Ami t.ript.ilina 
3 17 F 58.2 157 SUlpirida 
4 3Q F 51.0 191 
6 17 M 63.0 160 Ami t.ript.ilina 
B 46 F 72.0 198 Ami t.r i pt.i 1 i na 
7. 37 M so.o 168 Mapot.rilina 
8 27 F 92.0 149 I mi pr ami na 

El est.udio se llevó a cabo bajo un régimen de dosif"icación de 

dosis mtll t.iples, de 5 mg l. i. d .• a las g, 14 y 19 hs e 35, eg 
) • y siguiendo un disef'lo experiment.al de cuadrado lat.ino. L.os 

pacient.es t"ueron asignados al azar a uno de los 4 grupos, de 2 

sujetos cada uno, y se les dió la secuencia de t.rat.amient.o de 

acuerdo al diseno que aparece en la Tabla 2.2. 

El primer product.o se administ.ró en dosis de 5mg de diazepam 

t..i.d, durante los 10 primeros días. el segundo product.o por los 

siguientes 7 d!as. el tercer producto por los siguientes 7 días y 

el último producto por los últ.imos 7 días del protocolo. El 

estudio se desarrolló con los pacientes hospitalizados. Todos los 

pacientes recibieron el product.o de ref'erencia C Valium. Roche 

Suiza ) y cada uno de los productos comerciales nacionales. Todos 

los medicamentos so administraron con un vaso de agua. 

Se recolectaron muestras de sangre C 5ml ) a las 9 hs C ant.es de 

la administración del medicamento) y a las 10:30 hs durante los 

días 9 y 10. 16 y 17. 23 y 24 y 30 y 31 de trat.amiento. Las 
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muest.ras se cent.rif'ugaron y se separó el plasma, el cual se 

guardó en congelación a - 4 ºe hast.a el moment.o de su análisis. 

Las muest.ras f'ueron analizadas empleando el mát.odo cromat.ográf'ico 

pr~viament.e validado. 

Tabia 2.2. Oiseffo de Trat.amienlo 

Grupo Pacient.es Fase I 
Ú-10) 

Fase II Fase III Fase IV 
Cll-17) (18-24) C25-3D día 

1',2 A H 

rr ·3,4 H p 

III 5;6 p V 

IV 7,8 V A 

A ALBORAL Lot.e 98G08 
M VALIUM ROCHE Lot.e 871002 CMéxico:> 
P PACITRAN LoLe 8E1003 
V VALIUM ROCHE Lote 82478 C Suiza) 
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CAPITULO J:V 

RESULTADOS 

•.1. Control de Calidad de los Productos. 

En la Tabla 4.1. se muast.ran los result.ados obt.enidos para las 

pruebas de variaeión de peso y unif'orm.idad de cont.enido de los 

cuatro productos osludiados. 

Tabla 4.1. Resultados de las pruebas de control de calidad 

PRODUCTO VARIACION DE PESO 

p 

M 

A 

V 

X Cg) CY. c. VJ Y.max Y.min 

0.1527 a. 5) 

0.1708 1. 8) 

o. oe1a 1. 4) 

o.17la e 1.D 

3.4 5.5 .. 

a.e 5.3 .. 

a. 7 i. g 

a.o 1. B 

UNIFORMIDAD CONTENIDO 
Y. X CY. c. v.) Y.inax Y.min. 

99. a e 1. O) 

98. 3 e 1. 5) 

1oa.0 1.D 

99. g e 1. D 

1. 4 

1. 3 

a.1 

1.5 

1. o 
a.e 
1.4 

1. 7 

M sólo un comprimido presentó esta variación 

variación do peso n = 20 

uniCormidad contenido n = 10 



•·~· Validación del llélodo espectrofotométrico empleado para la 

delernU.nación del contenido de diazepam en comprimidos. 

4.2.1. Linearidad. 

En la Fig. 4.2. se muesLra la curva de calibración oblenida para 

el m6Lodo espectroroLomálrico empleado 

concentración de 0.5 a 10 µg / rnl de diazepam. 

4.2.2. Repetibilidad. 

el rango de 

En la Tabla 4.2. se mueslran los resultados obtenidos al analizar 

dislinlas curvas de calibración en dos días direrenles. 

Tabla 4.2. Valores promedio de absorbancia obtenidos 

al analizar 6 curvas de calibración de diazepam 

en solución alcohólica de "zSO,. 

CONCEN'lRACl ON 

e µ9-'ml ) 

0.685 

1.850 
8.500 
6.000 

10.000 

Y= O.OS6Q x + 0.0028 

ABSORBANCIA C O.E.) 

o. 060 e 0.0019) 

0.100 e o. 0018) 
o. azo e 0.0033) 
0.441 e 0.0081) 
0.070 e 0.0038) 

r= O. gggg 
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COEPICIENTE 

VARIACION Y. 

3.13 

8.78 
1. 58 
1.16 
0.36 



0.9 

o.e 
0.7 

!!: 0.6 
u 

~ 0.5 
a: 

~ 
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o o 2 

Y = 0.0669 X + 0.0028 
r = 0.9999 
n=S 

3 4 5 6 7 
CONCENTilACION (\l{l/mQ 

8 9 

Flg. 4.2 Linealidad del método espectrolotométrlco empleado en la 
cuantlftcacl6n de dlazepam en comprimidos. 
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4.~.3. Validación del mét..odo para cuant..iCicar diazepam en 

comprimidos. 

En la Tabla 4. 3. se mueslran los result.ados obt.enidos para el 

análisis est..adíslico de las muest.ras analizadas por el mélodo 

propueslo para cuant..iricar el diazepam en los comprimidos. 

Tabia 4.3. Válidación dei m6lodo especlrototoftlélr!co 
pa~a cuant~Cícación da diazepam en comprimidos 

_________________ ,_.:, __ ..;. _________________________________________ _ 

- " X 20 _= 99. 575 
s = 1.060 

a) 

I. C • .,,; 99. 08Y. - 100. 07 X 

b) 

Pr e o.0496 <· s 2 < 2.397 

Pr e o. 8059 · < s < 1.548 ) 

S/ Yñ = 0.2370 
I. c. °' = X + t. e S/ vñ ' 

t.cQl = 1. 7932 

a:: o.os XicQL = 6. 3371 

0.95 
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4.3. Pruebas de Disolución. 

4.3.1. Prueba de disolución USP. 

En l.a. Tabla 4. 4. se presenlan los valores obt..enidos para el 

porcient..o disuelto promedio e 12 comprimidos ) • a dist.int.os 

t..iempos de muestreo para los cuatro productos ast..udiados C tres 

productos da Cabricación nacional y el product..o innovador. Valium 

Suiza). al emplear el mét..odo especiCicado en la USP XXI. 

En la Figur.. 4. 3 . • muest.ran los perCiles de disolución 

obt..enidos bajo las condiciones mencionadas. 

Tabla '·'· Promedio del porcienlo disuel~o de diazepam 
por el nétodo USP XXI 

TIEMPO POReIENTO DISUELTO 

c min 

1 
3 
5 

10 
15 
30 
4S 
60 
90 

120 

p 
>: ce. v.) 

12.11 cg. 7) 
23. Sl C7. D 
38. 20 C3.3) 
5g_33 C3.3) 
78. ga Cl. g) 

102. 38 ca. 4) 
108. 4g co. Q) 
109.37 C0.8) 
107. 0g ci. 3) 
106. 57 Cl. 8) 

H 
>:ce.V.) 

g5.06 C8.1) 
101.18 Cl.7) 
101. gg Cl. 7) 

102. 48 Cl. 3) 
101. gg Cl. S) 

102. 02 Cl. 8) 
101.lQ Cl.8) 
100. 96 Cl. 9) 

99. 41 Cl. 4) 
Q7. 23 Cl.1) 

SS 

A 
>:ce. v.' 

ae.ao c8.5) 
91.73 CS.4) 

102.81 C2.4) 
107.20 C4.3) 
107.83 C4.2) 
106.00 C4.3) 
105. 72 C4. 3) 
104. 71 C3. 8) 
103. 00 C3. e!) 

100.18 C4.S) 

V 
>: ce. v.' 

70.24 C4.2) 
ga. 20 Cl. Q) 

100.12 Cl. 7) 
103. 84 Cl. 5) 
104.19 Cl.7) 
103. S4 Cl. 7) 
105. 72 C4. 0) 
102. 88 Cl. 7) 

101. 35 Cl. 4) 
100.07 Cl.9) 



120 

100 

80 
o 
:ti ---:J 60 Pacllran 
l!2 -+-e Alboral 
"//l. 

40 
...,__ 
Vallum (Suiza) 
-e-

20 Vallum 

o o 20 40 60 80 100 120 
TIEMPO (mln) 

Flg. 4.3 Perfiles de dlsolucl6n de los productos estudiados. (Método U.S.P. 
XXI: Apto 1, 100 rpm, 900 mi HCI 0.1N.) 



4. 3. 2. Prueba de disolución por el mét.odo experiment.al II C 

Aparat.o 2 USP. a 50 r.p.m. en agua deionizada. ). 

En la Tabla 4. !5. se present.an los valores obt.enidos para el 

porcient.o promedio disuelto e 12 comprimidos '· al emplear el 

mét.odo propuesto en agua .. Con estos valores graricaron 

igualrnent.e los per!'iles de disolución de los productos bajo 

est.udio. los cuales se presentan en la Figura 4.4. 

Tabla 4.6. Promadio porcienlo disuelto de diazepam por e1 ~lodo 

experilmitnLa1 II C Apt.o. 2 USP. 60 rpm y agua deionizada> 

TIEMPO 

p 

c nún ' " ce. v., 

1 4.30 CQ. 4) 

a S.48 CQ.a) 
5 9.a7 C4.4' 

10 lQ.01 ce.ª' 
15 as.ea ca. n 
ªº ea.ea C4. 8) 
45 71.87 C4.a) 
eo 85.78 ca. 5) 
so 94. ea ci. ª' 

100 QQ.00 Cl.8) 

POReIENTO DISUELTO 

M 
"ce. V.) 

6.50 C7.S) 
Q.84 Cl0.9) 
1a. 58 cs.ª' 
18.a4 ca.7:> 
at. ea ca.ª' 
31.19 C4. 7:> 
a7.96 ca. 7) 
43.QO ca.u 
5a.11 Cl.8) 
58. 8Q Cl. 3) 

!ll 

A 
"ce. v., 

7. 76 cs. 4) 

ao.65 C4.5) 
3a. la ca. 4) 
45.eg ca.u 
5a. 85 ca.ª' 
64.93 C3.a) 
eg.a4 ca. 4) 
7a.oa ca.a' 
75.80 ca.9) 
78. ss ca.Q) 

V 
:v. c e. v.' 

8.Q4 C8.8) 
10. 4a ce. g) 
aa.ea ce.a' 
32.QB C3.8) 
38.55 C3.D 
48.aa ca.8) 
54.Qa C2.8) 
58. 94 Cl. 8) 
e4.ea ca.5) 
es. 09 ci. ª' 



100 

90 

BO 

70 
o 
~ 60 
w 
::> so 
~ 

40 '//!. 

30 

20 

10 

o 

-+-
Alboral 

---Vallum (Suiza) 
-e-
Vallum 

o 20 40 60 80 100 
TIEMPO(mln) 

Flg. 4.4 Perfiles de disolución de Jos productos estudiados. 
(Método JI: Apto. 2, 50 rpm, 500 mi agua delonlzada) 
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•.4. Validación del método empleado en la cuantiCicación 

de diazepa• en plasina. 

En la Figura 4. 6. se present.a el crom.at.ograma obt.enido para el 

ni t.razepam C est.ándar externo) y el diazepam en plasma, con 

t.iempos da ret.ención da 3.0 y 7.1 minulos respeclivament.e. 

4.4.1. Linearidad. 

En la Figura 4.B. se observa la linearidad del m4't.odo en al rango 

de concentración da 30- 1000 ng/ml. Mediant.e un análisis de 

regresión por el mélodo de mínimos cuadrados obt.uvo la 

ecuación de una línea rect.a con pendienla O. 0029, int.ercepto 

-0.019 y coericient.e de correlación de 0.9999. 

4.4.a. Procisión. 

En la Tabla No. 4.6 se resumen los result.ados de la precisión del 

málodo analítico en el rango de concent.raci6n de 30 a 1000 ng/ml. 

4.4.3. Recuperación 

Los result.ados de recuperación se presentan en la Tabla 4.7. 

4.4.4. Sensibilidad. 

Despuás del trat.amiant.o da las muest.ras bajo las condiciones 

cromat.ográ.Cicas propuest.as e Sección 3.4.4. y 3.4.6. ), se 

encont.ró que la concenlración mínima. det.ect.able corresponde a 29 

ng/ml de diazepam en plasma. 
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NZ 
NZ 

OX DZ 
DZ 

OX 

11 11 1 l ITTl i 1 1 1 ' i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 11 i 1 
10 1 10 1 ro 

A B e 

TIEMPO minutos ) 

Flg. 4.5 Cromatogramas tlplcos de A) Extracto de plasma, B) Mezclo de est6ndares 

de nhrazepam {NZ), oxazepom (OX) y dlozepom (DZ), C) Extracto de plasmo 
conteniendo los tres compuestos. 
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2 

1.5 

~ 
~ 0.5 

a: 

Y= 0.0028 X· 0.019 
r = 0.9999 
n=6 

1 ()() 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 
CONCENTRACION (ng/ml plasma) 

Flg. 4.6 Unearldad del método de cromalografia de Rquldos de atta 
resoluclón empleado en la cuantlftcaclón de dlezepam en plasma. 



Tabla 4.6. Precisión del análisis de diazepam por 

cromalograCía de líquidos de alta resolución 

IN"IRA-ANALISIS 
Concenlraci6n C ng/ml ) 

INTER-ANALISIS 
Concent.ración C ng/ml) 

MEDIA + D. E. >'.C. V. MEDIA + O.E.% C.V. 

33.4 :!: 2.1 8.1. 36.9 : 3.9 10.6 

62.Q !: 4.8 ·., •. 7.6 .-., .. 69.1 :!: 7.3 10.6 :>-
118.7 .:!:. 6.5· ·'5.s.·C:c> ~-;·-"--· ·- 125. 5 :!:. 14. 6 11.6 

:!: -'-ccé;_·:- .:!:. 244.9 9;0··· 3~7· 234.6 27.9 11.9 

499.4 :!: 11. 4 >2.3. 498.6 :!: 29.4 5.9 

1001. 2 :!: 16.1 ·i.0 1003.9 :!: 65.2 6.5 

PROMEDIO 4.8 PROMEDIO 9.6 

Tabla 4.7. Recuperación de diazepam en plasma 

CONCEN"IRACION AREAS PROMEDIO AREAS PROMEDIO Y. RECUPERACION 
e ng/ ml ) DIAZEPAM PLASMA DIAZEPAM SOLUCION 

30 0.076 
60 0.153 

120 0.307 
260 0.672 
500 1. 376 

1000 2.782 

0.106 
0.219 
0.469 
0.986 
1.989 
3.912 
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n = e 
MEDIA 
O.E. 
Y. c. v.= 

72.4 
69.9 
66.9 
68.2 
69.2 
71.1 

69.6 
1.98 
2.B 



4,5. ESTABILIDAD DE DIJ\.ZEPAM EN MUESTRAS PLASKATICAS. 

Al erect.uar la prueba de est.abilidad se obtuvieron los valores de 

la Tabla 4.8. 

Tabla 4.B. Estabilidad del diazepam en plas1na. 

TIEMPO 
(semanas:) 

INICIAL 
1 
2 
3 
4 

CONCENTRACION 

62.5 
60.4 
68.0 
60.0 
63.0 

125 
130 
126 
129 
125 

250 
240 
246 
228 
248 

Cng/ml) 

500 
492 
493 
502 
499 

1000 
1009 
1012 

976 
1001 

4.6. APLICACION DEL HETODO ANALITICO EN EL ANALISIS DE MUESTRAS 

EN PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA H\JLTIPLE. 

4.8.1.Especiricidad. 

En la Tabla 4. 9. se muest.ran los t.iempos de relención de 

diversos rármacos analizados conjunlament.e con el diazepam. 

Tabla 4.9. Tiempos de Retención obtenidos al analizar soluciones 
conteniendo mezclas de diazepam y otros ~ármacos. 

FARMACO 

Carbamazepina 
Oirenilhidanloína 
Fenilbut.azona 
Imipramina 
Fenobarbit.al 
Primidona 
Diazepam 
Acet.ami nof'en 

M No se det.ect.a 

TIEMPO DE RETENCION 
e min ) 

3.78 
2.40 
o.se .. 
1.65 
1.32 
7.00 .. 
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CONC. TERAPEUTI CA 
e pg/ mi ' 

4 - 10 
8 - 12 

!50 - 150 
100 - 300 

10 - 25 
5 - 10 

0.3 - 0.6 
10 - 20 



4.6.2 .• Muest.ras clínicas. 

En la Tabla 4.10. se presenlan las concent.raciones plasmáticas 

enconlradas en pacient.es bajo terapia con esle fArmaco.Igualment.e 

en la Tabla 4.11. se resumen los niveles encontrados en lres 

pa~ient.es psiquiát.ricos a los que se les administ.ró un rágimen de 

t.res dosis diarias de diazepam de 5 mg e 5 mg l.i.d.J. duranle 

cuatro semanas. 

Tabla 4.10. Niveles de diazepam encontrados en muestras clínicas 

PACIENTE DOSIS 

10 mg e I. v.' 
e dosis única 

2 10 mg / día 
p.o. 3 días 

3 10 mg/ d!a 
p.o. lQ d!as 

4 5 mg/ dia 
p.o. 5 días 

5 2 mg/ día 
p.o. 10 d!as 

B e mg e r. v.' 
e dosis única J 

7 10 mg p.o. 
e dosii <mica 

e 6 mg/ d!a 

' 

TERAPIA SI MlJI.. TANEA 

Difenilhidanlo!na 

Difenilhidanlo!na. 
paracet.amol. 
dext.ropopox.ifeno. 
!mi pramina 

CONCENTRACION 
e ng/ ml J 

.. ~ 
3ge:!: 10. g C2. 7' 

44g:t 5.3 C1.2J 

Isosorbido, amiodarona 314~ 7.Q.C2.5J 
di pi r i damol 

Isoniazida,et.anbulol 204! 5.6 C2.7J 
rifampicina, Vil 8 6 

Difenilhidant.o!na, 175= 6.5 C8.7J 
paracet.amol, 
dexlropopox.ifeno, 
imipram1na 

Oifenilhidant.oina 57~ 2. 9 C4. QJ 

Ninguna 35! 2. 4 C4. 9J 

Trimelroprim. No det.ect.able 
acet.ami noCén, 
sulf"amet.oxazol, 
rifampicina,dext.ropropoxifeno, 
hidróxido de magnesio 

~-;~~~-!-~~~~-~-~-~~~:;~----------------------------------------
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Tabla 4.11. Niveles de diazepam obtenidos en el estado 
estacionario en pacientes psiquiátricos. 

PACIENTE SEXO 

.9 

10 

ú--

EDAD 

3Z 

17 

17 

MEDICACION 
SIMULTANEA 

Ninguna 

Sulpirida 

Amit.ript.ilina 

Cp EE C ng/mD .. 
ZISZ. 5:!: 5. g CZ. ZJ 

463.7! 11. 7 CZ.5) 

485. 5!: 3Z.6 ce. n 

--.----:---¡--------------:-----------------------------------------
· * Media. - D. E. C Y.C. V. ) 

4.7.ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE DIAZEPAM AL ESTADO 

ESTACIONARIO A PARTIR DE PRODUCTOS COMERCIALES, EN PACIENTES 

PSIQUIATRICOS. 

En la Tabla 4.12. se muest.ran los valores promedio de las 

concent.raciones de dia.zepam en plasma ccmln' y c,.5hJ obt.enidos 

para ca.da sujet.o despu.is de la administración de los cual.ro 

productos est.udiados C t.odos los análisis se realiza.ron por 

duplicado). 

Los result.ados promedio para la concentración mínima C ant.es de 

la primera dosis diaria), y la concent.ración a las 1.9 h despu6s 

de la primera dosis. encont.rados en ca.da sujet.o en los dos 

últ.imos días de lrat.amient.o est.án representados en la Figura 4.7. 

En la Figura 4. 8 se present.an las concentraciones promedio de 

ocho pac:i en t. es obt.eni das a los mismos li empos C Cmln y e,. 5 h) con 

las cua~ro ~ormulaciones comerciales. 
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Tabla 4.12. Concentraciones de diazepam al estado estacionario 
obtenidas a partir de los productos estudiados. 

M Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 

Sujelo Día T. mues l. Concenlración ng /ml 

2 

2 

2 

3 

2 

4 

2 

9 

2 

6 

7 

2 

e mln 
e t.::s 
e mln 
e t,::s 

e mln 

~ a,::s 
mln 

e a.::s 

e mln 

e• • 
e mln 
e t.::s 

e mln 
e ... 

mln e 
e ... 
e mln 
e ... 

mln ... e 
e 

e 
e 

~~ ~ e 
e 

mln ... 
mln ... 

e mln 
e ... e 
e mln ... 

279.6 
338.0 
276.9 
319.0 

344.8 
380.1 
349.1 
387.9 

478.1 
488.1 
470.2 
490.3 

314.6 
469.4 
436.6 
480.1 

542.3 
543.6 
461. o 
671. 2 

290.6 
332.7 
299.5 
302.8 

491.1 
915.5 
417.6 
485.9 

296.9 
320.9 
258.8 
362.9 

261.6 
406.1 
313.8 
352.3 

490. 6 
470.3 
399.8 
448.2 

492.2 
452.2 
484.7 
961.5 

393.3 
506.9 
366.8 
521. o 

447.5 
478.4 
497.0 
448.5 

392.6 
679.2 
497.1 
528.9 

236.9 
266.0 
310.0 
367.2 

196.9 
353.7 
216.8 
347.2 

518.7 
565.0 
519.0 
990.0 

424.2 
424.2 
439.9 
472.8 

478.7 
!331.5 
474.8 
530.7 

510.0 
928.0 
444.7 
423.5 

403.9 
588.5 
426.2 
632.9 

210.9 
293.9 
269.4 
269.6 

273.B 
307.2 
296.6 
377.0 

224.3 
229.9 
219.2 
280.4 

493.9 
493.5 
490.5 
917.1 

424.2 
601. 9 
462.7 
489.9 

418.4 
477.7 
443.3 
590.9 

407.1 
568.4 
412.3 
433.7 

8 e mln 424.8 294.2 346.8 468.6 
-e •·!5 479.6 497.9 606.7 eee.1 

2 C mln 427 .1 322. 8 347.1 409. 5 

--------------=-~,_. _____ !!~:.~ ______ !'!"!:.'! _______ .'.3~'!:."! ______ .:::i:.: __ 
w La ·secuenci3. de lralamient.o se indica en la Tabla 2. z. 
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Fig. 4. 7 Niveles plasmaticos de diazepam al estado estacionario obtenidos a partir de 

las cuatro formulaciones (o antes de la 1 a. dosis (Cmin), o a la 1.5 h (C 1.5 )). 



A part.ir de los dat.os crudos de ni veles plasmá.t.icos alcanzados 

después de la administ.raci6n de los dif'erent.es product.os. 

aplicó un análisis de varianza para cuadrado lat.ino en los dos 

61 t.imos días de cada t.ralamienlo. a cada uno de los liempos de 

muest.reo C Cmln .ct.,!5h ). L.os resultados del análisis de varianza 

se resumen en la Tabla 4.13. 

Los niveles plasmáticos encont.rados se corrigieron posteriormente 

en relación al peso corporal de cada paciente. Est.os dalos 

aparecen en la Tabla 4.14. 

4.7.1. Concentraciones de diazepam al eslado estacionario. 

En vist.a de que ex.isla muy poca inf'orm.ación respect.o a los 

niveles de diazepam al est.ado estacionario después de una 

adminislracion crónica que el régimen más comúnmente 

empleado). se calculó el promedio de las concent.raciones al 

estado eslacionario • Cp•• • C media de ledas las concentraciones 

determinadas durante el t.ralanúenlo de 31 días para cada uno de 

los pacientes, las cuales se resumen en la Tabla 4.15. 

Finalmente. se calculó la relación de Cp max C e,, ~h' respecto a 

Cmln para cada pacient.e. Los valores de dichos cocientes se 

presentan en la Tabla 4.16. 

Tabla 4.13 • Análisis de varianza de las concneLraciones 
obtenidas al estado eslacionario. con los produc~os esLudiados 

R A D I O F 

cmln o, e 1,0 º• cmln ºz ca.o 0 2 
-----------------------------------------------------------------

GRUPO 
SUJ/ GRUPO 
SEMANAS 
TRATAMIENTO 

M p ( 0. 01 

6.62 M 
0.83 
0.80 
0.16 

11. 87 .. 
1.80 
0.81 
0.45 

73 

7.58 .. 
o.so 
0.33 
0.14 

7.90 .. 
l. 65 
0.7Q 
0.91 



Tabla 4.14. Valores de concenlracion plasmática al. estado 

estacionario corregidos por peso corporal 

Semana. 1 Semana 2 Semana 3 ~mana 4 

-----------------------------------------------------------------
SUjeLo Dia T. muesl. Concent.raci6n / Kg peso 

e mln 4.91 5.21 4.16 3.69 
e .. ~ !S 5.93 5.63 4.67 4.48 

2 e mln 4.86 4.54 5.44 4.BB 
e 

'·" 
S.53 6.37 6.44 4.66 

2 1 e mln 5.03 3.81 2.87 3.911 
e • " 

5.54 5.92 5.16 4.48 
2 e mln 5.09 5.!57 3.16 3.74 

e 
'·" 

!5.6!5 !5.14 S.06 S.49 

3 e mln e.21 7.74 e. 91 3.85 
·e .... 8.39 e.os 9. 71 3.95 

2 e mln e.os 6.87 8.92 3.70 
e 

'·" 
8.42 7.70 9. 4!5 4.82 

4 e mln 6.17 8.87 8.32 9.68 
e 

'·" 
9.13 11.12 9.23 9.74 

2 e mln 8.!56 9.SO 8.62 9.1!52 
e 

'·" 
9. 41 11. 01 9.27 10.14 

s e mln 10. 23 7.42 9.03 e.so 
e 

'·" 
10.25 9.!56 10.03 11.35 

2 e mln 8.70 6.92 8.96 e.73 
e 

'·" 
12.BB 9.83 10. 01 9.17 

6 e mln 4.04 6.22 7.08 5.81 
e .... 4.62 l!l.64 7.33 6.63 

2 e mln 6.16 6.35 6.18 6.16 
e .. " 4.21 6.23 s.ee 7.BS 

7 - e mln 8.19 6.54 6.73 6.79 
e .... 8.59 11.25 9.81 9.47 

2 e mln 6.96 8.29 7.10 6.87 
e .... e.10 8.82 10.55 7.23 

8 e mln 8.17 5.66 6.67 9.01 
e .... 9.22 9.57 11. 67 12.85 

2 e mln 0.21 6.21 6.68 7.88 
e . ·" 8.46 9.23 11. 73 11.00 

----------------------------------------------------------------
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Tabla 4.15. Concentraciones promedio de diazepam 
al estado estacionario 

Sujulo Cp • • ! O.E. 

1 28Q.O 44.0 
a 3ZO.O ea.e 
3 4Z4.9 119.0 
4 477.9 58.0 
e 4QQ.8 76.2 
e 4Z8.3 81. o 
7 49Z.3 87.8 
8 463.B 109.8 

Cpoe= Promedio de lodas las delerminaciones 

Tabla 4. lf_J. _Valores obtenidos para l.a relación C1 ,. 5 /CmLn 
on l.os e pacientes 

O I A 

Laa 

a· L13 

P R O O U C T O 
H p V 

1. 34 
- --~'--.--=-·=-·-o-~-=' 

1.18 l.'; 00 

1.Z8 

MEDIA 
O.E; 
Y. c.v. 

.1:1e'ª. 1.a 
0;00. 
7.3' 

- ." :· ,' 

. 1.10 

-----------------------------------------------------------
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CAPITULO V 

DISCUSION 00 RESULTADOS 

5.1.CONTROL. DE CALIDAD DE LOS PRODUCTOS. 

5.1.1. Variación de Peso. 

De los result..ados oblenidos C Tabla 4.1 ) se encont.ró que sólo en 

el caso de los product.os 

ut.ilizados para la prueba 

"'P"' y "V" un comprimido de los 20 

sobrepasó ligerament.e el lim.ile del S-/. 

est.ablecido oficialment.e; sin embargo. la f"armacopea acept..a una 

variación de est.a magnit.ud hast.a en 2 comprimidos. En el reslo 

de los product.os la variación de peso fue inferior al 5X .• por lo 

que se puede considerar que t.odos los product.os cumplieron 

sat.isfacloriament.e con las especif"icaciones que marca la USP XXI 

para la prueba de variación de peso. 

5.1.2. Cent.anido Químico. 

5.1.2.1.Validación del mét.odo espect.roColo~ALrico. 

En vist.a de que se consideró un mét.odo especLrofot.omét.rico como 

alt.ernat.iva para la. cuant.ificación del diazepam. fue necesario 

validar est.e rnét.odo. De acuerdo a. los resulta.dos obtenidos, se 

puede considerar que el mét.odo present.a una linearidad 

sat.isfact.oria C Figura 4. 2.). El mét.odo a. su voz. present.a una 

precisión adecuada dado que el coeticient.o de variación para las 

concent.raciones consideradas en las curvas de calibración en el 

rango de O.B a 10 pg/ml. es inferior al 3Y.. como puede observarse 

en los dat.os de la Tabla 4. 2.. Al realizar un an6lisis de 

varianza 

di f"erent.es. 

los dat.os de las curvas obt.enidas en 2 días 

se encont.raron diferencias est.adíst.icament.e 

significat.ivas. por lo que el mét.odo present.a una repet.ibilidad 

adecuada de d!a a d!a C Tabla 5.1.J. 
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Tabla 5.1. Repetibilidad entre días para el método 
espectrofotométrico empleado en la cuantificación 

de diazepam en comprimidos 

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

DIA 

ERROR 

TOTAL 

5. 40 X 10-P 

1.01 X 10-d 

1. 0154 X 10-0 

5,40X10 -P 

a.53 x 10 e' 

O.OZ14 

C N.S.) 

6.1.2.2.Validación de la Técnica para cuant.iricación de diazepam 

en comprimidos. 

De acuerdo a los int.ervalos de con:fianza est.ablecidos para la 

exact.it.ud y la precisión del mét.odo C Tabla 4.2. :>, se puede 

considerar que el mét.odo es reproducible y exact.o. Los mismos 

result.ados se obt.uvieron al llevar a cabo el análisis est.ad!st.ico 

por pruobas de hipót.esis. 

Respect.o est.a lécni ca posible decir que es lo 

suCicient.ement.e exacla y reproducible para ser ut.ilizada en el 

análisis del cont.enido de principio aclívo de comprimidos de 

diazepam, además de ser sencilla y rápida. Dado que est.a t.écnica 

es la que se ulilizó para la det.erminación de la uniformidad da 

cont.enid~. la rapidez del análisis consit.uye un ract.or import.ant.e 

a considerar. en :función del número de muest.ras analizadas por 

lOt.e C 10 comprimidos ), 

5.1.3. UniCormidad de cent.anido. 

Todos los product.os est.udiados cumplieron sat.is:fact.oriament.e con 

la prueba de uni:form.idad de cont.enido. Como puede apreciarse en 

los dalos obt.enidos en la Tabla 4.1., la variación es mínima en 

t.odos los casos, y en ningún comprimido sobrepasa el eY., en 
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comparación al lSY. que establece como línúle la USP. El 

coeCicienle de variación rue menor al 6Y. para lodos los casos. 

Esla prueba debe realizarse a cada producto para tener ury control 

erect.i vo de las dosificaciones y conocer la variabilidad que 

pudiera existir. La prueba de unif."ormidad de contenido para 

dia.zepam ha sido incl u1da denlro de los requisi los de 

biodisponibilidad que establece la FOA y que deben reunir los 

productos comerciales que contienen diazepam para poder ser 

considerados corno bi oequi val enles C ••PRUEBAS IN VI TRO''). En el 

presente trabajo es básico que los productos presenten una 

uniCormidad de contenido adecuada, a Cin de descartar la 

posibilidad de que ésla pudiera ser la causa de posibles 

dif."erencias en los niveles obtenidos al adminislar esle producto 

en humanos, 

5.C: •• PRUEBAS DE DISOLUCION. 

S. 2.1. Como se puede observar en la Tabla 4. 4. y en la Figura 

4.3 .• los productos estudiados cumplieron con las 

especificaciones que marca la USP C no menos del 85Y. disuelto a 

los 30 mi nulos ) , ya que a ese liempo lodos los productos 

liberaron el 100% de principio aclivo. La disolución del diazepam 

en las condiciones que marca la farmacopea es muy rápida, y sólo 

en el producto "P" se llega a observar una disolución mas lenta 

durante los primeros 16 minutos productos sin embargo, el 

porcentaje disuel lo para est.e producto iguala el 100% a los 

lreinla minutos. 

Con objelo de establecer si las diferencias encontradas en la. 

disolución de los productos a los tiempos iniciales son 

est.adísLicamente signif."icat.ivas. se realizó el análisis de 

varianza para el porcentaje disuelto de diazepam al minuto C 

Tabla 5.2.) y a los 16 minutos C Tabla 5.3. respectivamente. 
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ESTA 
SALIR 

TESIS 
OE LA 

NO DEBE 
BIBUOlEGA 

enconlrándose que ex.islen diferencias alt.amenle signif'icalivas. 

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

t.olal disuelta para los productos estudiados. sí se encontraron 

en la velocidad de disolución. bajo las condiciones 

especificadas en la USP. 

Con objeto de establecer la cinética de disolución de diazepam en 

estas condiciones, se graf'icó el logar! lmo del porcienlo no 

disuelto v.s. tiempo para cada producto C Figura 5.1.). 

Al graf'icar el log de porcient.o no disuelto v.s. liempo, se 

obtuvo una línea recla para los productos "A". ..M' .. y up••. , lo 

cual indica que la velocidad de disolución en estos casos sigue 

una cinálica de primer orden C 109 ). 

Tabla 5.2. Análisis de varianza para el porcentaje de diazepam 

disuelto a un w~nulo por el método USP XXI. 

FUENTE 
VARIACION 

PRODU<;:TOS 

_ERROR 

TOTAL 

SUMA CUADRADOS G. L. 

7345.8326 

98d511-

7443.9837 7 

79 

CUADRADO MEDIO 

2448. 61 

24;54_ 

F 

99.7895 -



Tabla 5. 3. Análisis de varianza _par·á el ,porciento de diazepam 

disuelto a .los 15.nü.nutos .P:"S: el· ..St.odo USP.XXI. 

FUENTE 
VARIACION 

PRODUCTOS 

ERROR 

TOTAL 

SUMA CUADRADOS 

1oa9.6097 

4.81399 

1034.3796 

F .... ,o.O!S = e. 50 
F a.,.,o.ot = 16. 09 

·G.L. 

7 

CUADRADO MEDIO F 

343.11399 

1.a17e 

ae1.B7 -

A part.ir de la pendient.e de las rect.as de regresión, obt.enidas 

por el mét.odo de mínimos cuadrados, se obt.uvc:i la const.ant.e de 

velocidad de disolución para cada product.o C Tabla S.4. ), En el 

caso del product.o .. M ... no f"ue posible determinar la cinét.ica de 

disolución ,ni consecuent.ement.e la const.ant.e, puest.o que est.e 

product.o liberó el 100Y. de principio act.ivo a los 3 minut.os de 

iniciada la prueba. Para los product.os ''A'' y "V'', se liberó el 

100Y. de principio act.ivo a los 5 minut.os. Considerando que 

exist.en dif'erencias ent.re el product.o • .. P " y el product.o de 

ref'erencia C innovador), es posible pensar que estas dif'erencias 

pudieran ref"lejarse en la velocidad de absorción del diazepam. en 

el caso de que la disolución represent.e el paso limit.ant.e para la 

absorción del principio act.ivo. 
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Flg. 5.1 Porcentaje remanente de dlazepam por dlsolverse con el método 
U.S.P. XXI (Apto. 1, 100 rpm, 900 mi HCI 0.1N). 



A part.ir de los dat.os obt.enidos se obt.uvo t.arnbiián el t.50 para 

cada product.o, que aparece en la Tabla 5.4. 

Tabla s.•. Const.ant.es do velocidad de disolución de los 

product.os est.udiados C Método USP XXI ) 

:.- _. __ , 
PRODUCTO: .K dis ·Too 

¡,¡ 

p 

V 

-e· min-t) e min'" 

' .,,_:".-•. -:-::"'' ,.·_·-

o.fo1ó .. e: 9° 
o.e7eo i.o: 

T00 C exp·J·. COEFICIENTE 

C min ) CORRELACION 

1.0000 

0.9945 

1.0000 

M no se puede det.erminar por- la magnit.ud de la velocidad. 

Es import.ant.e hacer not.ar que en los cuat.ro product.os se 

obt.uvieron coeficient.es de variación inf'eriores al 5Y. para los 

dat.os obt.enidos en la prueba de disolución. lo cual habla de un 

est.recho control de calidad y en la producción de los product.os 

est.udiados. Unicament.e en los primeros t.iempos. corno era de 

esperarse. los coeficientes de variación son mayores C 1 y 3 minJ 

para algunos de los productos C Tabla 4.4. J. 

5.2.2. Como se puede observar en los dat.os de la Tabla 4.6. y en 

la Figura 4.5 .• la disolución bajo las condiciones experiment.ales 

propueslas C Apt.o. 2 USP a 50 r. p. rn. y agua como medio de 

disolución J. es muy baja en comparación a los result.ados que se 

oblienen con la prueba de disolución farmacopeica. Asi mismo. las 

caraclerislicas de disolución varían grandement.e en comparación a 
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las oblenidas en Gl medio ácido que reccmienda la Carm.accpea. En 

el caso del mélodo propueslo, sólo el producto "P'", que presenla 

la velocidad de disolución más lenla en medio ácido,· alcanza 

alrededor del 100 Y. disuello a les 120 minulos; los olros t.res 

sólo liberan de un eo a 80 Y. del principio act.ivo bajo las 

condiciones de esla prueba. Como se hizo reCerencia en un est.udio 

previo e e ' estas condiciones permilen diCerenciar más 

claramenle ent.re productos. sin embargo pesar de las 

dif'erencias los perf'iles, lo import.ant.e es lener un 

comporlamienlo similar al producto ést.andar y la conclusión 

Cinal deberá basarse en la posible correlación de eslos dalos con 

los resultados obtenidos •• in vivo ••. El comporlamient.o de 

disolución del product.o "P" puede atribuirse a la inclusión de 

algún excipient.e en la Cormulación que f'avorece la disolución en 

agua. el cual podría ser un agente t.ensoactivo 6 bien un agent.e 

solubilizanle. Cabe mencionar que en esle caso. lambién so 

obtuvieron coef'icienles de variación muy bajos. lo cual comprueba 

la unif'ormidad de los produclos est.udiados C Tabla 4.S. ). 

Al igual que para el caso de la prueba de disolución 

f'arm.a.copeica, se determinó la cinética de disolución de los 

produclos, graf'icando el logar! t.mo del porcentaje no disuel lo 

cont.ra t.iempo, obteniéndose las curvas que aparecen en la Figura 

B.2. En este caso se present.an dif'erent.es velocidades de 

disolución para cada product..o C distint..as pandienles ) , lo cual 

indica que existen dislint.os procesos de liberación C 110 ). En 

est.a gráf'ica es evident.e el dif'erenle comportamiento observado 

para el produclo "P"'. 

Los dalos de disolución obt.enidos por este rnét.odo se 

representaron grACicamente, de acuerdo cinética de orden 

cero. de la ley de la raíz c6bica y de la raíz cuadrada. sin 

embargo en ningún caso se obtuvo una alineación adecuada para ia 

representación global del proceso de disolución de los productos, 

por lo cual se concluye que bajo estas condiciones se present..a 

una serie de procesos continuos de disolución. Al graf'icar el 
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porciento remanente para ser disuelto para los distintos 

productos C Figura 5. 3 ) se obtuvieron también una serie de 

procesos, sin embargo, si se toman como rererencia los.primeros 

tiempos de muestreo, losvalores para las constantes de orden 

cero que se obtienen se acercan más a los T ~o experimentales, 

por tal motivo. se considera que este constantes representan más 

adecuadamente la cinética del proceso que controla la velocidad 

de di solución C paso 1 imitan te del proceso de di solución ) . Es 

probable que en este caso, el primer proceso de liberación del 

principio activo est~ representado por la porción rinal e proceso 

mAs lento ) , el cual pudiera atribuirse a la disgregación. Las 

constantes de velocidad de orden caro y los valores de T 

obtenidos para los productos. por el método experimental II, se 

muestran en la Tabla 9.7. 

Tabla 5.7. Constantes de velocidad de disolución 
de los productos estudiados e método ix ) 

PRODUCTO K dis 
T 'º COEFICIENTE 

CORRELACION e " min -s, e min ) 

-A 4., 144.4. 12.00 13. 00 o.9723 e r•*' 
--M-~-- 0.6161 61.16 84..00 o.9817 e ro•) 

p 1.7029 29.36 30.00 o.9876 e r,•:> 

V 1.281 39,03 36.00 o.9958 e r,•J 

CW) r
8
,r 0 , et.e.=# de dalos considerados en el cálculo de K dis 
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5.3 •. VALIDACION DEL METODO EMPLEADO EN LA CUANTIF"ICACION DE 

DIAZEPAM EN PLASMA. 

Como se puede observar en la Figura 4.6. el mét.odo presenta una 

buena resolución t.ant.o para el diazepam como para el nit.razepam C 

estándar e.xt.erno). No se observó int.erf'erencia con el ma.t.erial 

endógeno del plasma C Figura 4. 6 A ) ; así mismo el oxazepam. 

met.aboli lo del diazepam se resuelve sat.isf'act.oriament.e, con un 

tiempo de ret.anción de 9 minutos. 

5.3.1. Linearidad. 

La curva promedio obtenida para la cuant.if'icaci6n del diazapam en 

plasma C Fig. 4. 7 ) present.6 una linearidad sat.isf'act.oria en el 

rango de concent.ración de 30 1000 ng/m.l. Dado que las 

concent.raciones reportadas la lilerat.ura después de la 

adrninislración de un régimen de dosif'icación semejante al 

utilizado en el presente estudio se encuentran entre 150 y 800 

ng/ml C 3.16,18,35 J, el método puede ser utilizado adecuadamente 

para los r1nes propuestos. 

5.3.2. Precisión. 

En la Tabla 4. 6 se puede observar que el máximo coef"icient.e de 

variación obtenido ruede 8.3Y. a una concentración de 33.4 ng/ml, 

por lo que el método puede considerarse preciso; así mismo el 

coe!'iciente de variación entre días se encuent.ra ent.re B. Q y 

11.QY., lo que indica que el mátodo es repetible en dif"erent.es 

días. 
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5.3.3. Recuperación. 

La recuperación del diazepam. det.erminada por comparación de las 

áreas de extractos de di azepam en plasma, con las áreas de 

muest.ras de diazepam en solución. corresponde aproximadamente al 

70Y. C Tabla 4.7. J. Kabra y col. C 100 J encont.raron valores de 

65-70Y.. Dousse y col. C 111 J inrorman 69-72 Y. y Cott.ler y col.C 

112 J 65-70Y., por lo que los result.ados oblenidos con el presenle 

método, son comparables a los de otros autores. 

5.3.4. Estabilidad . 

Las muest.ras pueden ser congeladas durante un periodo minimo de 

un mes sin que se observe degradación de las mismas. C Tabla 

4.9.). 

5.3.5. Sensibilidad C Concenlración mínima detect.able ). 

El limit.e de det.ección C determinado como la concentración a la 

cual la relación senal a ruido es igual a 2 J es de 29 ng/rnl. 

5.3.6. Concent.ración mínima cuanliCicable. 

La concenlración mínima cuanliCicable C mínima concentración a la 

cual se obt.iene un coe!"icient.e de variación in!"erior al 10Y. J. 

corresponde a 30 ng de diazepanv ml de plasma CTabla 4. 6. J. 

Considerando que las concentraciones mínimas encontradas por 

et.ros aut.ores después de la administración de una dosis ónica de 

1 O mg de di azepam son de 20 a 30 ng/ml • el mié-lodo puede ser 

utilizado satisfact.oriamente en est.udios de Carmacocinética C18J. 

5. 4. APLICACION DEL METOOO ANALITICO EN EL ANALISIS DE MUESTRAS 

DE PACIENTES SOMETIDOS A TERAPIA MIJLTIPLE. 

5.4.1. Especificidad. 

En la Tabla 4.9. se muestran los t.iempos de retención obtenidos 

al inyectar soluciones metanólicas conteniendo diazepam y 

diversos fármacos. bajo las condiciones croma.tográf'icas 

descritas. donde se puede apreciar que todos los f'Armacos tienen 

t.iempos de retención muy cort.os. A pesar de que los tiempos de 
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ret.enci6n para la carbamazepina y la difenilhidant.oina son 

cercanos al nilrazepam. la resolución es buena. Al analizar 

muest.ras plasmát.icas conteniendo mezclas de diazepam con ot.ros 

fármacos. sólament.e se det.ect.aron el diazepam. nit.r~zepam y 

oxazepam, lo que indica que el procedimient.o es select.ivo. 

5. 5. MUESTRAS CLINICAS • 

En la Tabla 4.10. se present.an las concent.raciones plasmAt.icas 

encont.radas en pacient.es t.rat.ados con diazepam en combinación con 

dist.int.os fármacos. El análisis de cada muest.ra se verificó por 

cuadruplicado int.erpolando el valor del área en una curva pat.rón 

preparada el día del análisis. No se observaron int.erferencias de 

1 os f' ár macos adrninist.rados al utilizar el rrWt.odo. La 

repet.ibilidad del análisis de est.as muest.ras es igualment.e 

sat.isf'act.oria, ya qua los coeficient.es de variación obt.enidos son 

menores del 10~. 

Los niveles de diazepam encont.rados la mayoría de los 

pacientes se encuent.ran dentro de los valores informados por 

et.ros aut.ores. Así después de la administ.ración intravenosa de 10 

mg se han obt.enido concentraciones iniciales entre 150 a 974 

ng/ml C 18 ) y entre 700 a 800 ng/ml dent.ro de los primeros 3 a 

15 minut.os e 15 ::>. 

Siguiendo una administ.ración oral de una dosis de 5, 10 ó ao mg 0 

las concent.raciones plasmát.icas máximas inf'ormadas se encuent.ran 

ent.re 12:0 a 290 ng/ml. 130-300 ng/ml y de 300-500 ng/ml, 

respect.ivamant.e en volunt.arios sanos C 113 ). 

En el caso da los pacient.as 6 y 7, las concenLraciones 

encont.radas fueron mas bajas de las esperadas. sin embargo la 

recolección de muest.ras en esLos pacient.es no se realizó a los 90 

minutos sino 5 horas después da la t.oma del medicament.o. En el 

caso del pacienLe 8 no se logró detect.ar el diazepam. a pesar de 

que el t.iempo de muesLreo fue correcto. Este result.ado se puede 



alribuir a la administ.ración simult.ánea de hidróxido de magnesio. 

ya que se sabe que éste puede areclar la absorción del diazepam.C 

36 ). 

En la Tabla 4.11. se muest.ran los niveles plasmáticos encontrados 

en tres pacient.es psiquiátricos. después de un régimen de 5mg 

t..i.d .• durant.e 4 Eatman y colaboradores 36 

)encontraron en 1984 • concent.raciones al estado est.acionario en 

un rango de 123 a 6!39 ng/ml al emplear el mismo régimen en 

voluntarios sanos. Como se observa. los valores encont.rados 

est.os pacientes. se encuentran denlro del mismo rango. 

5. 6. ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE DIAZEPAM AL ESTADO 

ESTACIONARIO A PARTIR DE PRODUCTOS COMERCIALES. EN PACIENTES 

PSIQUIATIUCOS. 

Con los datos que se presentan en la Tabla 4.12 se graficaron los 

perfiles pl asmá t.i cos de diazepam obtenidos al est.ado 

est.acionario. durant.e el est.udio de biodisponibilidad clínica. 

llevado cabo con las t.res formulaciones comerciales de 

fabricación nacional y el producto de referencia, los cuales se 

muest.ran en la Figura 4. 8.. Como puede apreciarse en t.odos los 

casos los niveles permanecieron dent.ro del rango t.0rapáutico 

recomendado para lograr el efect.o ansiol!t.ico. mant.eniéndose 

ent.re GOO y 380 ng/ml en el de los pacient.es que 

presentaban los niveles menores. y ent.re 300 y 600 ng/m.l para el 

resto de los pacient.es, 

Al graficar los valores promedio de los B pacient.es. obt.enidos a 

cada uno de los t.iempos de muestreo C Figura 4. 9. ) • puede 

observarse clarament.e que dichos niveles pueden ser prácLicament.e 

superpuest.os, por lo que las concentraciones alcanzadas con los 

cualro productos pueden considerarse comparables. 

A pesar de que pudiera pensarse que los t.iempos de muest.reo 
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insuf'icient.es para un estudio de biodisponibilidad • debido a 

la.s retsl.ricciones ust..a.blCl'cidas por lill rlils:pons•bllil m4'dico dul 

est..udio con el f'in de prot..eger la eslabilidad de los pacient.es. 

f'ue necesario plantear en el diseno experimental un número mínimo 

de det.ernúnaciones el cual a la vez permit.iera obtener 

re~ult.ados válidos. por lo cual lomaron como base dos 

investigaciones realizadas con anterioridad en ot..ros países. En 

uno de est.os estudios Berlín y colaboradores C 2 ), evaluaron la 

bioequivalencia de 2 f'ormulacionas comerciales de t.ablet.as de 5 

mg de diazepam y una suspensión, mediante un t.rat.amient.o de dosis 

múl t.i ples. sigui ando un di serlo práct..i camente igual al del 

pres1;mt..e trabajo, y encontraron di f'erencias est.ad!st..icament.e 

signif'icativas en los niveles alcanzados después de administrar 

la suspensión y compararlos con los obtenidos con el producto de 

ref"erencia C Valium. Roche); en el caso de las t..ablet.as, no se 

encontraron dif'erencias est..ad!st.icament.e signif"icalivas. 

Gust..af'son y col abar adores 89 determinaron la 

biodisponibilidad de una cápsula de liberación cent.rolada, 

comparando los perf"iles al estado estacionario obtenidos después 

de la administración de est.e producto en relación a una dosis 

similar repartida en 3 dosis diarias al día del estándar de 

rererencia. En est..e estudio lanlo el patrón de ref"erencia C 5 mg 

t..i.d. ) como la cápsula de liberación conlrolada de 19 mg. :ae 

admtnistraron durante 14 días. Los resultados obtenidos do área 

bajo la curva después de la administración crónica en 

.intervalo de dosif'icación al estado estacionario ruaron 

consist.ent.es con un estudio previo de dosis única. Los dalos 

demostraron concentraciones plasmáticas virt.ualmenle idénticas 

antes de la primera loma. diaria del medicamento C Cmln ) y a las 

1. 5 horas después de la administración e e 1.o:S h). al eslado 

estacionario, para ambos lr•tamient.os. 

Por et.ro lado, el hecho de que dichos niveles hayan sido 

determinados bajo condiciones reales de lralamiento en pacientes 



psiquiát.ricos. a su vez permite cent.ar inf'orma.ción del 

comport.amiento clínico de los producto~. así como la respuest.a de 

los paci en t. es al t.r a t. ami ent.o. 

5.6.2. Análisis Est.ad!st.ico. 

De acuerdo al análisis de varianza realizado a los dalos crudos. 

que aparecen en la Tabla 4.13 0 no se encontraron dif'erencias 

est.ad!st.icament.e signif'icat.ivas C p>O. OS ) entre los niveles 

plasmát.icos encont.rados al est.ado est.acionario para las cual.ro 

f'ormulaciones ; est.o es. los perf'iles sanguíneos después de la 

adnúnist.ración de los productos comerciales de f'abricación 

nacional est.udiados y el del producto de ref'erencia. 

est.ad!sticamente equivalentes. 

Se ha sugerido que un método más satisf'act.orio para analizar 

perfiles sanguíneos, el considerar al dise~o como un 

.. split-plot .. , el cual presenta la ventaja do que da una prueba 

simple de los niveles sanguíneos promedio, y ot.ra sobre los 

perf'iles plasmáticos a lo largo del tiempo e 114 - 116 ), por lo 

que se realizó un análisis a los cuatro tiempos de muestreo, 

análisis de medidas repet.idas. donde los dalos de 

concentración plasmática fueron corregidos por peso, sin 

con~iderar los erectos residuales, 

Los cálculos se ef'ect.uaron empleando el módulo 2V C análisis de 

varianza y covarianza de medidas repelidas del BMDP) C Apéndice 

e ' 
Uno de los supuestos de este modelo es la homogeneidad de 

varianzas entre Lodos los tiempos de muestreo, lo cual se puede 

probar por medio de la esrericidad. Como se puede observar. esLe 

supuest.o se cumple ya que p=0.6588.C Ap~ndice C ).Los resulLados 

de este análisis se presentan en la Tabla 5,6, 

En el renglón Formulación de esLa tabla. Cm.odia de las 
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concent.raciones a di!'erent.es Liempos:> y en el de la int.eracción 

t.iempo-formulación C evaluar si los perfiles a t.ravés del t.iempo 

son simil.ares ) • no se enconlraron dif'erencias est..adíst.icamenle 

signi!'icat.ivas. por lo que se puede asumir que las !'ormulaciones 

soñ equivalent.es. 

Tabl.a 5.B. AnáliSis de varianza para los niveles de dinzepam 

obtenidos con los cualro produclos C medidas repelidas) 

FUENTE 
VARIACION 

SUJETOS 
PERIODOS 
FORMULACIONES 
1 ERROR 

T S 
T p 
T F 
8 ERROR 

M p ( 0.05 

SUMA CUADRADOS G.L. CUADRADO MEDIO F 

6913.5571 7 58.2a55 10. 31 
407.5588 3 3.7596 0.67 

11. 8788 3 1.1474 0.80 
101.6133 18 5.6458 

89.8961 81 1. 4836 8.95 
8.3984 9 0.9338 1.94 
6.9838 9 0.7760 1.61 

86.02a4 54 0.4819 

ESTIMACION DE EFECTOS RESIDUALES DE LAS FORMULACIONES. 

N.S. 
N.S. 

" N.S. 
N.S. 

Adicionalmenle al análisis est..adíst.ico se realizó un análisis de 

varianza con los valores promedio de los cuatro t.iempos de 

muestreo con el fin de evaluar la presencia de eCect..os 

residuales. El análisis se realizó ut.ili:zando el módulo 2V de 

análisis de varianza y covarianza con medidas repelidas del BMDP 

y la evaluación de los e!'ect.os residuales utilizando un modelo 

de regresión en el módulo 3 R Cregresión no lineal). Ambos 
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resul lados se conjunt.aron en un solo ANADEVA con objet.o de 

evaluar t.ant.o los efect.os e.Je sujet.o. período, formulación como 

los ef'ect.os residuales. Los result.ados obtenidos para dicho 

análisis se muest.ran en la Tabla 9.7. 

Tabla 6.7. ~lisis de varianza para cuadrado latino 

considerando los efectos residuales 

FUENTE SUMA CUADRAOOS G.L. F-.--
VARIACION 

SUJETOS 101'.89 

PERIODOS 2.82 

FORMULACI ON 0.86 

EFECTO 0.82 

RESIDUAL. 

ERROR 24.58 

En esta t.abla se observa que no exist.e presencia de erectos 

residuales p> O. 09, por lo que no hay necesidad de calcular la 

suma de cuadrados para la formulación ajuslada por erect.os 

residuales. por lo que se puede concluir que existen 

dif'erencias los niveles plasmálicos después de la 

administ.ración de las diCerent.es f'ormulaciones. De acuerdo a la 

def'inición de que los product.os que al ser administrados al mismo 

grupo de individuos dan lugar a niveles plasmát.icos que no 

present.an diferencias est.adist.icament.e significat.ivas pueden 

considerados como bioequivalent.es. es posible ~s~ablecer que los 

product.os comerciales est.udiados bi oeq1;1i val entes el 



product.o de rererQncia. 

Wesllake ha propueslo el uso da los int.ervalos da con~ianz~ con 

el objelo de est.ablocer si las diferencias encont.radas 

represent.an una importancia clínica. C 117 J Por t.al molivo se 

caiculó el inlervalo de conrianza para los t.res producLos 

est.udiados. en relación al produclo de reCerencia, Los inlarvalos 

obtenidos para los t.res productos se resuman a cont.inuación: 

1:> 7.27 - 1.221 < µ A.< 7.27 + 1.221 

6. os < µ A < 0. 49 

O. 63 µV < µ A < 1. 1 7 µV 

2) 7. 27 - 1. 042 < µ M < 7. 27 + 1. 042 

6. 23 < µ H < 0. 31 

o. 66 µv < µ M < 1.14 µv 

3) 7.27 - 1.138 < µ p ( 7.27 + 1.138 

6. 13 < µ P < 0. 41 

O. 64 µV < µ P < 1. 16 µV 

donde : µV == media poblacional de los 

e estándar ) 

µA media poblacional de los 

µP = media poblacional da los 

µM media pobl aci onal de los 

niveles del product.o V 

niveles del product.o A 

niveles del product.o P 

niveles del producto M 

Los result.ados anteriores indican que los niveles del producto A 

se encuent..ran comprendidos en el rango del 17 Y. de los del 

product.o V C est.ándar ) ~ los del producto M est.án comprendidos 

dent.r-o del rango del 14 Y. del producto ast.ándar y los del 

producto P on un rango dal 18 ~ del por lo cual se considera que 

dichos productos son equivalentes al produclo de reCa~encia. 
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5. 7. NIVELES PLASKATICOS DE DIAZEPAM ENCONTRADOS EN PACIENTES 

PSIQUIATRICOS CON TRATAMIENTO CRONICO. 

A pesar del amplio uso del diazepam en la clinica • en México no 

exist.e ninguna inf'ormación acerca de los niveles plasmát.icos de 

diazepam alcanzados pacientes. durant.e t.r a t. ami en t. os 

prolongados con est.e f'ármaco. 

En est.udios anleriores realizados en et.ros países. C 2 ) se ha 

demos t. r ado que requiere un periodo de una semana de 

administ.ración crónica de diazepam. para oblener niveles est.ables 

de est.e fármaco. Igualmente se requiere una semana de t.rat.amient.o 

para alcanzar concenlraciones est.ables del met.abolilo N­

desmet.ilado. Por est.a razón en el present.e trabajo se administ.ró 

inicialment.e el f'ármaco por 10 días. con objeto de alcanzar al 

est.ado est.acionario antes de proceder a la delerrninación de los 

niveles de diazepam. En esle caso no Cue posible delerminar las 

concenlraciones del N-desmetil diazepam presente en las muestras, 

ya que no se contaba con el melabolit.o. sin embargo al analizar 

las mueslras se encontró en los cromalogramas una seNal a los 

9.9 minutos. la cual puede deberse a la presencia del melabolito. 

ya que ningtin ot.ro de los Cármacos adminislrados presenta est.a 

~eNal. 

Los niveles plasmálicos del diazepam en general se mantuvieron 

estables durante lodo el lralanúenlo C 31 días ) en los 8 

pacienles. El hecho de que en el análisis esladíslico se demoslró 

que no ex.islen direrencias esladíslicamenle sign!Cicalivas enlre 

períodos, mueslra que el tiempo duranle el cual se aminislró cada 

produclo Cue suricienle para llegar al estado estacionario. 

Así mismo. a pesar de que se probaron direrentes produclos y se 

adnúnislraron olros rármacos. encontró marcada 

variabilidad interindividual C X = 289 a 499 ng/ ml ::>. En la 

lit.eralura se ha demostrado que después de la administración 

crónica sn volunlarios sanos. pueden obtenerse diCerencias hasla 

del lriple en los niveles del diazepam. 
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Exist.e una t.endencia en los pacientes y 2 C Grupo l) 

present.ar concent.raciones menores que el rest.o de los pacient.es. 

sin que aparent.ernent.e exist.a una causa at.ribuible a est.e hecho. 

Dado a que los pacient.es se asignaron al azar a los grupos, es 

posible pensar que la vida media de est.os dos pacient.es pudiese 

ser más cort.a a los del rest.o. lo cual produciria concent.raciones 

en el est.ado est.acionario C 2 ). 

La relación de los valores Cpma.x/ Cpmln al est.ado est.acionario en 

los 8 pacient.es fue de 1. 2 : 1 . Est.o concuerda con los dat.os 

obt.enidos por Gust.arson y col C 89 ), mient.ras que et.ros aulores 

han obt.enido relaciones de 3:1 e 18 ). 

En general. las concenlraciones encont.radas en los dif'erenles 

pacienles se encuent.ran dent.ro del rango t.erapéut.ico propuest.o 

para obt.ener el efect.o ansiolit.ico. 

No fue posible hacer un seguimient.o adecuado de la respuest.a 

clínica al t.rat.amienlo con diazepam ya que la mayoría de los 

paciont.es se enconlraban bajo t.rat.amienlo con et.ros Cármacos. sin 

embargo. lodos los pacient.es repondieron sat.isf'acloriament.e al 

t.ralamient.o y en ningún caso se present.aron ef'ect.os adversos que 

pudiesen ser at.ribuibles al diazepam. 
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CAPITULO VI 

CONCLUSIONES 

- Los productos comerciales estudiados. cumplieron sat.is.fact.oria­

menle con las pruebas de cent.rol de calidad que marca la 

Farma.copea. 

- El método espect.ro.rot.omét.rico empleado para la cuant.if'icación 

de diazepam en comprimidos. además de ser rápido y sencillo, 

result.6 ser preciso y exaclo, por lo cual se consideró adecuado 

para ser utilizado en la prueba de unif'orm.idad de contenido 

en el presente estudio. 

- Los métodos anal.Ct.icos empleados para cuant.if'icar el diazepam 

en los dos medios de disolución utilizados HCl y agua 

deionizada ) . presentaron una linearidad y precisión 

sat.is.falorias para los f'ines de la prueba de disolución. 

- Todos los productos cumplieron con las especif'icaciones que 

marca la Farmacopea para la prueba da disolución de comprimidos 

d• di azepam. 

- No se observaron diferoncias en la canlidad lolal disuelta de 

diazepam a los 30 mtnulos. sin embargo los productos presenlaron 

diferencias estad!sticamenle significativas en la velocidad 

inicial de disolución. 

- Al ulilizar HCl como medio de disolución. la velocidad de 

disolución de los productos fue mucho más al la que en agua. A 

pesar de que en esle medio se presentó una mayor diCerenciación 



ent.re los lot.es la mayoría de los product.os C incluyendo al 

producto de rererencia~ no se disolvieron completamente. por lo 

cual se considera que dicho medio no es adecuado para evaluar la 

liberación de diazepam en comprimidos. 

- El mét.odo por cromat.ograCía de líquidos de alt.a resolución 

descrit.o para cuantificar diazepam en plasma, además de ser 

lineal y repetible, requiere de un volumen pequeHo de muest.ra C 

1. O m1 de sangre ) , es sencillo. sensible y rápido C se pueden 

analizar 25 muest.ras en un día ) 0 por lo que se puede ut.ilizar en 

la vigilancia de los niveles plasmáticos, así como en est.udios de 

biodisponibilidad, Carmacocinótica y Carmacocinética clínica. 

El mét.odo además, es aplicable al análisis de muestras 

plasmát.icas de pacientes que est.án sometidos a t.erapia con et.ros 

f'ármacos que comúnment.e se emplean en la clínica junto con 

diazepam, ya que present.a una gran especiCicidad para est.e 

Cármaco. 

- Los niveles plasmát.icos observados en la mayoría de los 

pacientes, t.anlo después de una dosis única como después de 

dosiCicación múlt.iple, se encont.raron dent.ro de los niveles 

recomendados para obt.ener t.anto el efect.o ansiolít.ico, como el 

efecto ant.iepilépt.ico del diazepam. 

- El estudio de biodisponibilidad realizado en 8 pacient.es, 

demostró que los ni veles plasmát.icos obt.enidos al estado 

est.acionario después de la administ.ración de los 3 product.os 

mexicanos, ruaron comparables a los obt.eni dos después de la 

administ.raci6n del product.o innovador. por lo que est.os produet.os 

son bioequivalent.es. 

- Las dif'erencias observadas en la velocidad de disolución de los 

productos no se reflejó en los dalos oblenidos in vivo. lo cual 
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sugiere que para est.e f'ármaco la cant.idad t.ot.al disuelt.a es un 

indicador mAs confiable de los niveles de diazepam al est.ado 

est.acionario cuando es administ.rado bajo dosif'icación repelida. 

- La gran variabilidad inlerindividual observada en el esludio de 

biodisponibilidad, así como el erect.o de et.ros f'aclores que 

pueden al ter ar 1 a bi odi sponi bi l i dad del di azep.a.m C edad. ef'ect.o 

de pH gast.roinleslinal, presencia de anliácidos, et.e. ) apoyan la 

necesidad de la vigilancia rut.inaria de los niveles plasmáticos 

de diazepam, a fin de optimizar su uso t.erapéut.ico. 
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APENDICE A 

VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS EMPLEADOS EN LA PRUEBA 

DE DISOLUCION 

A.1. Linealidad 

Con el rin de delerminar si la relación ent.re la concent.ración de 

diazepam y la absorbancia era lineal. se prepararon seis curvas 

de diazepam t.ant.o en HCl 0.1 N como en agua deionizada en un 

inlervalo de concenlración de 0.825 a 10 µg/ ml. La absorbancia 

de las soluciones en HCl 0.1 N se determinó a 242 nm y en el caso 

del a.gua a 228 

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

A.a. Ropolibilidad 

La precisión se est.ableció preparando 3 curvas de calibración de 

diazepam en los medios mencionados • a las mismas concent.racionec 

en dos días diferentes y se calculó el coeficient.e de variación 

para cada concent.raci ón C Tablas A. 1 y A. 2 :>. No se obt.uvi eren 

diferencias est.adist.icament.e signif'icalivas entre días C Tablas 

A. 3 y A.4 ). 
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Flg. A. 1 Curva de calibración de dlazepam en HCI 0.1 N. 
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Tabla A.1. Promedio de los valores de absorbancia obtenidos 
para las curvas de calibración de diazepam en HCl 

CONCENTRACION 
e µg/ ml J 

0.625 
1.250 
2.500 
5.000 

10. 000 

Y 0.0846 X+ 0.014 
r = O. 9997 
n = 6 

ABSORBANCIA C O.E. J 

0.064 0.0015) 
0.117 o. 0021) 
0.224 0.0032) 
0.450 0.0050) 
0.854 0.0032) 

COEFICIENTE 
VARIACION Y. 

2.39 
1. 78 
1. 44 
1.12 
0.38 

Tabla A.2. ProMedio de los valores de absorbancia obtenidos 
para las 

CONCENTRACION 
e µg/ml J 

0.625 
1.250 
2.500 
5.000 

10.000 

Y 0.1148 X + 0.0499 
r 0.9994 
n 6 

de calibración de diazepam en agua. 

ABSORBANCIA C O.E. ) 

0.111 e 0.0043 ) 

0.184 e 0.0046 ) 

0.348 e 0.0062 ) 

0.644 e 0.0040 ) 

1.187 e 0.0031 ) 
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3.87 
2.49 
1. 78 
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Tabla A.3. Análisis de varianza para el método espectroComét.rico 
e111pleado la prueba de disolución USP C HCl 0.1N ). 

FUENTE 
VARIACION 

SUMA CUADRADOS G.L. CUADRADO MEDIO F 

-----------------------:5------------------------:5--------------
DI A 1.093 X 10_5 1 1.093 X 10_5 0.9226 

;~~~ ~: ~~~ ~ ~g-5 4 1. 185 X 10 CN. S.) 

Tabla A.4. Análisis de varianza para el método espectrotolorná~rico 
empleado en la prueba de disolución II C "zO ). 

FUENTE 
VARIACION 

SUMA CUADRADOS G.L. CUADRADO MEDIO F 

-----------------------:7------------------------:7--------------
DIA 1.067 x 10_

6 
1 1.067 x 10_

6 
0.3834 

;~~~ ~:~~; ~ ~g-6 4 2.783 X 10 CN.S.) 

Fl.4;0.05 = 7.71 
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APENDICE B 

"ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD AL ESTADO ESTACIONARIO DE PRODUCTOS 

COMERCIALES COIITENIENDO DIAZEPAM 

P R O T O C O L O 

l. Para parlicipar en el estudio, es necesario que el pacienle 

presente evidencia de hipersensibilidad 6 idiosincracia a 

medicament.os y/ 6 benzodiacepinas. 

2. Cualquier sujeto que lenga ant.ecedenles de alt.eraciones 

vasculares, gaslroinleslinales, hepáticas 6 renales, deberá 

ser excluido del estudio. 

3. No deberá Lomar ningún et.ro medicament.o, por lo menos una 

semana ant.es del estudio. Una vez iniciado el prolocolo, no se 

permitirá ningún cambio en el lrat.anúenlo del paciente, 

menos que la salud del mismo lo requiera. De ser as!, 

not.iCicar al responsable dol ost.udio, 

4. No deberA lomar alcohol por lo menos 24 horas antes de iniciar 

al t.rat.amient.o, ni durante el mismo. 

5. Previamente a la inclusión al prolocolo. se lomará una muestra 

de sangre para las pruebas sanguíneas y otra para ser 

ut.ilizada como blanco. 

e. El día 1 del trat..am.ient.o. el pacient.e iniciarA la toma del 

medicament.o "! .. del cual tomará un comprimido 3 veces al día 

bajo el siguiente horario: a. 13 y 18 hs junto con 200 ml de 

agua. continuando hast.a el día 10. 

7. Los días 9 y 10 del prot.ocolo. se lomarán muestras sanguíneas 

e 9 ml J a los siguientes t.iempos: 8 hs e antes de la primera 
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loma del medicamento) y a las 9: 30 hs. Est.e d!a, no deberá 

ingerirse aliment.o. por lo menos a horas después de la primera 

t.oma del medicament.o. 

B. A part.ir del d!a 11. el pacient.e empezará a lomar el 

medicamento u¡¡... que será. entregado al responsable médico, 

siguiendo el mismo horario. y sin interrumpir el medicamento. 

El medicament.o II administ.rará por los siguient.es 7 días 

e 11 al 17 ), bajo el mismo régimen. 

9. Los días 16 y 17 se hará la t.orna de muest.ras sanguíneas. a ros 

mismos t.iernpos que en los días 9 y 10. 

10.El medicament.o III empezará a t.ornarse el d!a 19. y as! hasta 

el d!a 24 inclusive. La t.oma de muestras se hará los_d!as_23 y_ 

24. 

11.Finalmente, el medicament.o IV se administrará por los últimos 

7 días C del 25 al 31 ), lomando las mueslras los días 30 y 31 

12. Las muest.ras de sangre serán centri!'ugadas para separar el 

plasma, el cual se guardará en congelación C -4°C ) hast.a el 

moment.o de su análisis. 
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HOJA DE CONSENTIMIENTO 

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA' 

UNIDAD DE INVESTIGACIONES CEREBRALES 

Y DEPARTAMENTO DE PSIQUIATRIA 

·En forma volunt.aria. hago const.ar que he sido informado 

ampliament.e de los objet.ivos del prot.ocolo de invest.igación de 

"'Est.udio de Biodisponibilidad al Est.ado Est.acionario do Product.os 

Comerciales Cont.eniendo Diazepam ·•, por lo cual et.ergo amplia 

!'acult.ad al responsable médico del mismo para que se administ.re 

el medicament.o que considere adecuado para el t.rat.amienlo del 

paeient.o 

en vist.a de est.e será con el {mico fin de lograr la recuperación 

de su salud. 

RESPONSABLE DEL PACIENTE 

FIRMA·~~~~~~~~~ 

FECHA.~~~~~~~~~ 

RESPONSABLE DEL 
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