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4. RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue la validacion de un método por
cromatografia liquada de alta resolucion (HPLC) para separar y cuantificar
simultineamente las siete benzodiacepinas contempladas en este estudio
(alprazolan, bromacepan, clobazan, diacepdn, pracepdn, midazolin y
triazolan).

En la primera fase empleando soluciones acuosas de las benzodiacepinas,
se encontré que si pueden separarse y se determind la mejor fase movil
(metanol/ 'buffer” fosfato 0.01 M/agua: 550:200:250). Simultdneamente se
seleccion6 como mejor agente alcalinizante el hidréxido de sodio IN y el
diclorometano como solvente de extraccién mas adecuado.

El estandar interno seleccionado fue el diacepdn debido a que no
interfiere con el tiempo de retencién de las otras benzodiacepinas.

Luego se realizaron curvas de calibracién individuales para todas las
benzodiacepinas en medio acuoso tomando en cuenta los niveles terapéuticos.
Se encontré que el alprazoldn, pracepdn, midazoldn y triazoldn no pueden ser
cuantificados simultaneamente, debido a sus bajos niveles terapéuticos y a la
baja sensibilidad del equipo analitico.

Se hicieron curvas de calibracién para el bromacepdn y clobazdn asi
como muestras séricas contaminadas con las mismas dentro de los niveles

terapéuticos indicados para cada una (0.008-0.017 mg %, 0.01-0.04 mg %




respectivamente). Con el segundo compuesto (clobazdn) se obtuvo un mejor
porcentaje de recuperacion, no asi en muestras de bromacepdn en las que se
obtuvo un porcentaje muy alto debido a la presencia de una sustancia en el
suero con el mismo tiempo de retencién, por lo que no se pudo cuantificar con
la metodologia ensayada.

No habiendo sido posible por las razones mencionadas la cuantificacién
simultidnea de las benzodiacepinas, se procedié a la validacién del método para
el analisis del clobazan.

Para la validacién del método se usaron los parametros establecidos por
la USP XXIII: exactitud, precisién, limite de deteccién, limite de
cuantificacién, linealidad y rango, a partir de muestras séricas
contaminadas.

Al analizar los resultados se determiné que empleando la metodologia

analitica ensayada es factible la determinacién de clobazAn en muestras séricas
dentro de los rangos terapéuticos de 0.01 mg % a 0.04 mg %, con resultados

confiables exactos y precisos.




5. INTRODUCCION

Se considera que las benzodiacepinas son el grupo mas representativo de
los tranquilizantes menores empleados en el tratamiento de la ansiedad, la
irritabilidad, la tensién y el insomnio. Su uso frecuente se debe a que poseen
un amplio margen de seguridad y son en general poco téxicas, sin embargo
las dosis usuales son capaces de producir reacciones adversas, (trastornos
nerviosos como somnolencia, ataxia, cefalea, mareos, de la memoria;
gastrointestinales como sequedad en la boca, nauseas y constipacion;
hematolégicos como leucopenia y alérgicos como erupciones cutaneas).

Administradas a dosis bajas actian como sedantes, a dosis altas
deprimen el sistema nervioso central en un estado que semeja al sueno, es
decir son hipnéticas. Cuando se usan en forma crénica o en cantidades
excesivas pueden dar lugar a tolerancia y a dependencia fisica y psicologica.
(16, 5, 15).

El objetivo de este trabajo de tesis es la validacién de un método de
cromatografia liquida de alta resolucion para la cuantificacion de siete
benzodiacepinas en muestras séricas.

Validaciéon de un método, es el proceso que se establece por estudios de
laboratorio para determinar que el desempeno y las caracteristicas del mismo,
cumplen los requerimientos para las intenciones de aplicacion analitica. (2)

Este proceso incluye la evaluacion de los parametros aplicables a muestras
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biologicas como precision, exactitud, especificidad, limite de deteccion, limite de

cuantificacion, linealidad y rango, recomendados por la USP XXIII (31).
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6. ANTECEDENTES

Las benzodiacepinas han sido determinadas empleando métodos
cualitativos y cuantitativos, entre los primeros se encuentra la cromatografia
en capa fina para detectarlas e identificarlas tentativamente y en una forma
mas especifica, por el espectro de absorcion en la regiéon ultravioleta,
comparado con el de sustancias de referencia (4, 27).

Empleando cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama se
pueden cuantificar diacepdn, sus metabolitos y clordiacepéxido (4); con
detector de captura de electrones se han analizado pequenias concentraciones
de muestra como en el caso de los compuestos cuyos niveles terapéuticos son
muy bajos como: alprazoldn, triazoldn, pracepdn y midazoldn (3,14). Asi
mismo pueden identificarse simultdneamente las benzodiacepinas por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (23).

Una metodologia muy versatil lo constituye la cromatografia liquida de
alta resolucion, en general las benzodiacepinas son extraidas en medio
alealino, empleando solventes organicos, diferentes fases méviles a distintas
longitudes de onda.

La literatura reporta el analisis simultaneo de las mismas en fase
inversa, empleando sustancias puras, usando columna C18 a 240 nm (11).

Para alprazolan, con fase normal a 214 nm(12).




En el caso del bromacepdn empleando el ltimo sistema, a 230 nm (16) y
a 236 nm (15). En igual forma el clobazdn y sus metabolitos, los cuales son
determinados en fase inversa a 254 nm (5) y a 230 nm (33). Zilli reporta el
analisis de este Gltimo junto a otras benzodiacepinas usando columna C8 a
220 nm (37). Asi mismo para diacepdn y sus metabolitos en fase inversa a 242
nm (17) a 254 nm (29) y a 228 nm (18).

Para la validacién de un método deben considerarse los criterios de
exactitud, precisién, especificidad, limite de deteccién, limite de
cuantificacién, linealidad y rango.

La exactitud consiste en la concordancia entre el valor estimado de una
cantidad y su verdadero valor. Frecuentemente es expresada como el
porcentaje que el método puede detectar del valor de un principio activo con la
concentracion conocida. (7, 31).

Precision es el grado de concordancia de los resultados obtenidos cuando el
procedimiento es aplicado repetidamente en multiples corrida dentro de una
muestra homogénea. Por lo general es expresado como coeficiente de variacion
(CV) (7, 31).

El grado de interferencia en el analisis de muestras con mezclas complejas
establece la especificidad. Cuando se realiza un anilisis en particular, el
analista asume que los resultados de una prueba se refieren tunicamente al
componente a analizar, sin ninguna interferencia de otras sustancias que se

encuentren presentes en la matriz de la muestra que se analiza tales como




impurezas, ingredientes placebo o la presencia de sustancia
farmacéuticamente activas o inertes. (7, 31)

Se define como limite de deteccién la menor concentracién de sustancia que
puede ser detectada, pero no necesariamente determinada cuantitativamente
bajo las condiciones experimentales establecidas, usualmente se expresa en
porcentaje o partes por millén (7, 31).

La menor concentracién de la sustancia en la muestra que puede ser
determinada cuantitativamente con una exactitud y precisién aceptables, nos
indica el limite de cuantificacién, se expresa como la concentracién del analito
(en porcentaje o partes por millén) en la muestra. (7, 31)

La linealidad de un método es la habilidad para producir resultados
directamente definidos por una transformacién matematica. Es generalmente
expresada en términos de varianza alrededor de una pendiente de regresién de
linea recta.

El rango de un método analitico es el intervalo entre los niveles superior e
inferior de concentracién de analito, que se ha demostrado pueden
determinarse con precisién, exactitud y linealidad. El rango es normalmente

expresado en las mismas unidades que la concentracién de la muestra (7, 31).




7. JUSTIFICACIONES

En la terapéutica de los distintos cuadros clinicos, atin con dosificaciones
confiables de los medicamentos, es recomendable la confirmacién de las
concentraciones séricas para asegurarse que el medicamento alcance los
niveles terapéuticos en el sitio de accién.

Cuando a pesar de la dosificacién correcta y del cumplimiento del
paciente en cuanto a la administraciéon de los medicamentos la respuesta
terapéutica no es satisfactoria, la cuantificacién del principio activo en el suero
del paciente puede definir si el medicamento esti o no presente en la cantidad
suficiente para efectuar su accidn.

También es importante contar con metodologias de alta sensibilidad,
rapidez y confiabilidad para establecer la diferencia entre los niveles séricos

terapéuticos, toxicos y letales que algunas veces son cercanos entre si.
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8. OBJETIVOS

8.1. GENERAL

8.1.1. Desarrollar un método por cromatografia liquida de alta resolucién para
la cuantificacién de alprazoldn, bromacepdn, clobazdn, diacepdn,
pracepan, midazolan y triazoldn en muestras séricas de acuerdo a los

parametros de validacion para muestras biologicas.

8.2. ESPECIFICOS

8.2.1. Evaluar las diferentes metodologias a fin de seleccionar la més
apropiada de acuerdo a la sensibilidad y niveles terapéuticos de cada una

de las benzodiacepinas, para su posterior validacién.

8.2.2. Establecer el cumplimiento de los parametros de exactitud, precision,
limite de cuantificacion, limite de deteccién, especificidad, linealidad y

rango, que se aplican a muestras biologicas.




9. HIPOTESIS

9.1. Por medio de la cromatografia liquida de alta resolucién se puede
separar y cuantificar simultdneamente el alprazoldn, bromacepdn,
clobazdn, diacepdn, pracepdn, midazoldn y triazoldn en muestras

séricas contaminadas, obteniéndose resultados exactos y confiables.




10. MATERIALES Y METODOS

10.1. UNIVERSO DE TRABAJO
El universo de éste trabajo constituyeron:
Las muestras séricas contaminadas con las benzodiacepinas a diferentes
concentraciones para el analisis:
alprazolan, bromacepdn, clobazdn, diacepdn, pracepdn,

midazoldn y triazolan.

10.2. MEDIOS:

¢ Recursos Humanos

Autor:  Carlos Wotzbeli Xuya Marroquin Reyes.

Asesoras: Licda. Maria Antonia Pardo de Chavez.

Licda. Fabiola Prado de Micheo.

¢ Instalaciones

[nstalaciones del Laboratorio de Toxicologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala, ubicado en la 3C, 6-47 Zona 1 de la ciudad de Guatemala,




10.3. RECURSOS MATERIALES:

10.3.1. Equipo

e Cromatografo Liquido de alta resolucion Hewlett Packard serie 1050
provisto de un detector UV de longitud de onda variable y un
integrador Hewlett Packard serie 11, HP 3396.

o Columna Hewlett Packard MOS Hypersil 0.5 um de 100 x
2.1 mm d.i.

» dJeringa para cromatografia de 50 uL.

e Balanza analitica.

o Sistema de filtracién de muestras.

e Sistema de filtracién de solventes.

e Sistema de desgasificacién de solventes.

e Agitador eléctrico (vortex).

e Membrana millipore 0.45 um x 13 mm para muestras.

¢ Membrana millipore 0.45 um x 47 mm para solventes.

e Espatulas.

10.3.2. Reactivos

e Soluciones " stock -

o alprazolan, diacepdan, clobazan, pracepdn, midazolan vy

triazolan 0.1 mg/ml.en metanol.
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Estandares séricos: 0.001, 0.003, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.045,
0.05, 0.06 mg % de clobazdn.
Estandar interno: diacepdn 0.04 mg/mL de metanol.
Diclorometano grado reactivo.
NaOH 1N.
Metanol grado HPLC.
Agua desionizada y destilada en vidrio.
“‘Buffer” de fosfatos 0.1 M (12.394 g de NaH:PO.,HO: 1.429 g de
Na:HPO,.2HO: /L)
Fase mévil: metanol/'Buffer” de fosfato 0.1 M/agua desionizada y
destilada en vidrio, (550:200:250).
Cristaleria
Balones volumétricos 10, 100, 250, 1000, 2000 mL.
Pipetas volumétricas de 1, 2, 5, 10 mL.
Beakers de 10, 50, 100, 250 mL,.
Erlenmeyer de 250 mL.
Varillas de agitacion.
Tubos de centrifuga de 13 mL con tapén esmerilado.
Tubos de ensayo de 5 v 10 mL.
Embudos.

Probetas de 10, 50 y 500 ml..



10.3.4.

10.3.4.1.

10.3.5.

Vidrios de reloj.
Pipetas pasteur.
Bulbos de hule.
Termometro.

Metodologia
Procedimiento:
Transferir 2 mL de suero a un tubo de 15 mL con tapén esmerilado.
Anadir 0.02 mL de estindar interno, 0.2 mL de NaOH 1N y agitar.
Extraer con 5 mL de diclorometano agitando por 1 minuto,
centrifugar y descartar el sobrenadante.
Transferir la fase de diclorometano a un beaker de 10 mL evaporar a
temperatura no mayor de 40° C con ventilacién.
Disolver el residuo en 0.2 mL de fase mévil, filtrar a través de
membrana millipore 0.45 um a un tubo de 2 mL.
Inyectar 20 uL en el Cromatografo Liquido a 240 nm con flujo de
solvente a 0.3 mL/minuto.

Analisis estadistico

10.3.5.1. Exactitud:

Porcentaje de recuperacion se calculé de la siguiente manera:

%= cantidad encontrada X 100
cantidad original

Esto se realizo con los datos de linealidad.
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Se calculé ademas, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién del
porcentaje de recuperacion.
Se establecié una relacion lineal entre la concentracion detectada y la
concentracion estandar u original (linealidad).
10.3.5.2. Precision:
Se establecié utilizando 5 muestras de cada concentracion. Se determing el
promedio, la desviacion estandar, el coeficiente de variacion.
10.3.5.3. Especificidad:
Se determiné un blanco de reactivos y un blanco de muestras.
10.3.5.4. Limite de deteccién:
Se corri6 la muestra 5 veces para cada concentracién establecida (0.001,
0.003, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.045 0.05, 0.06 mg %): se establecié el
promedio y la desviacion estandar.
10.3.5.56. Limite de cuantificacion:
Se procedid de la misma manera que para el limite de deteccién. En esta
prueba se trabajé con la concentracién del principio activo que es posible
detectar y cuantificar.

10.3.5.6. Linealidad:

Se realizé con muestras del producto a distintas concentraciones: 3
debajo del rango. 4 dentro del rango y 3 arriba del rango de los limites

permitidos de la muestra. Esta prueba se realizé en gquintuplicado.



: Se realizd un analisis matematico de regresion lineal (método de

minimos cuadrados).



11. RESULTADOS

Se ensayaron dos columnas para cromatografia de alta precisién,
LiChrospher 100 RP 18 (5 um), 125 x 4 mm d.i. y MOS Hypersil (5 um) 100 x
2.5 mm d.i. tomando en cuenta para la preparacién de las soluciones de las
benzodiacepinas en estudio, los niveles terapéuticos de cada una (Cuadro No. 1)
y la concentracién del estandar interno que varié en cada caso. Se obtuvieron
mejores resultados con la segunda columna cromatografica.

Se ensayaron diferentes fases méviles a fin de escoger la mas adecuada
para la mejor separacién de las siete benzodiacepinas, seleccionandose la
indicada por Gill y colaboradores (11) pues con ella se logra una mejor
separacion. Con el propdsito de establecer el mejor método de extraccion se
hicieron ensayos empleando para la alcalinizacién de la muestra hidréxido de
sodio 1IN (15) y “buffer’ de carbonato de sodio (16); y como solvente de
extraceion éter etilico (16) y diclorometano (15). El empleo de hidréxido de sodio
o carbonato de sodio no arrojé ninguna diferencia, no asi con el uso de los
solventes de extraccién, con el primero se observé mucha variacién en las
alturas de los picos en el cromatograma en inyecciones duplicadas de una
misma sustancia, por lo que se prefiri6 el diclorometano por ser mas
consistente.

De las sustancias ensayadas como estandar interno (alprazoldn y
diacepan), se selecciono la segunda porque ademas de su estructura quimica
analoga (13), mostré un tiempo de retencién y resolucién adecuados.

Se llevaron a cabo curvas de calibracién individuales con soluciones
acuosas de estandares primarios o secundarios, dentro de los limites
terapéuticos normales indicados para cada una en la literatura, empleando el
método de extraccién seleccionado (15).

El alprazolan v midazoldn debido a que sus niveles terapéuticos son

muy bajos de 0.0025-0.0061 mg% para el primero y 0.008-0.025 mg% para el
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segundo, no pueden ser cuantificados adecuadamente en sueros contaminados
ya que aunque se trabaj6 con la mAxima sensibilidad del equipo, la respuesta
obtenida no fue confiable. Igualmente para pracepan (0.001-0.004 mg%) y
triazoldn (0.0002-0.001 mg%) cuyos niveles terapéuticos son ain mas bajos
(Cuadro No. 2).

Al ensayar con soluciones de clobazdn y bromacepdn, empleando como
estandar interno diacepdn, se logré deteccién adecuada de los niveles
terapéuticos (0.01-0.04 mg%) obteniéndose un coeficiente de correlacién de
0.9997 (Cuadro No.3), (Grafica No. 4) para el primero; y en el caso del
bromacepén, cuyos niveles terapéuticos son del orden de 0.008-0.017 mg%, el
coeficiente de correlacién obtenido fue de 0.9973 (Cuadro No. 4).

Al analizar estos compuestos simultdneamente en suero contaminado
con cantidades conocidas, se obtuvieron los siguientes resultados: para
bromacepdn. un porcentaje de recuperacién de 109 a 151 % y para clobazan
una recuperacion de 95 a 115 % (Cuadro No. 5) , por lo que se selecciond el
clobazan para su validacion.

Habiendo seleccionado la columna a emplear, fase mévil, concentracién
del patréon interno, método de extraccién y condiciones de separacidén se
procedi6 a la validacién del método Ginicamente para clobazdn.

Tomando en cuenta los niveles terapéuticos, se establecieron puntos de
referencia por debajo (0.001, 0.003, 0.005 mg%) dentro (0.01, 0.02, 0.03, 0.04
mg%) y arriba (0.045, 0.05, 0.06 mg%) de los MISIMOS, S§e Prepararon cinco
réplicas de los patrones a las concentraciones mencionadas empleando
diacepdn como patrén interno, de igual forma en el caso de las muestras
séricas. Los cromatogramas [ y IT corresponden a la curva de calibracién del
clobazan, IIl y IV a los ensayos con muestras séricas contaminadas con el
mismo, el analisis de los datos se detalla a continuacién:

En el Cuadro No. 6 se presentan los resultados obtenidos para la curva

de calibracion, en la columna "X se encuentra el promedio de la relacion de



alturas de clobazdn/diacepin de las cinco determinaciones, para cada
concentraciéon en mg %; y en la Grafica No. 1 la curva de calibracién
correspondiente con un coeficiente de correlacion de 0.9968.

A partir de estos se calcularon las concentraciones de las muestras
séricas que se presentan en el Cuadro No.7.

La exactitud se dctermin§ calculando el porcentaje de recuperacién de
las muestras séricas a partir de la curva obtenida con los estandares, Como se
puede observar en el Cuadro No. 8, este porcentaje es del 100% en el rango de
concentracion de 0.01-0.04 mg% con un CV de 0", valores que corresponden a
los niveles terapéuticos normales, para la concentracién de 0.045 mg% se
obtuvo una recuperacion de 102% con un CV de 4. Arriba de 0.045 mg%, se
encontraron diferencias significativas alejaindose considerablemente de los
valores reales. Por lo tanto los resultados obtenidos dentro de estos niveles
tienen un 100% de precisién con un alto grado de confiabilidad.

El limite de deteccion se establecié a 0.001 mg% trabajando muestras
séricas a concentraciones por debajo y dentro de los niveles terapéuticos. Se
establecié que concentraciones menores que ésta no pueden ser detectadas
apropiadamente utilizando este método y bajo las condiciones analiticas.

El limite de cuantificacién se determiné preparando patrones y muestras
séricas por debajo de los niveles terapéuticos de clobazdn, (0.001, 0.003, 0.005
mg%) y dentro de los mismos (0.01, 0.02, 0.03, 0.04 mg%), correspondiendo
dicho limite al nivel inferior de 0.01 mg%, como se muestra en el Cuadro No. 10
de acuerdo a los porcentajes de recuperacion.

La linealidad se establecié por medio de una curva de regresién lineal,
de acuerdo a los niveles terapéuticos de clobazan, por debajo (0.001, 0.003,
0.005 mg%), dentro (0.01, 0.02, 0.03, 0.04 mg%) y arriba (0.045, 0.05. 0.06
mg%) de los mismos. Los resultados sec encuentran en la Grafica No. 3 v el
Cuadro No. 10 donde se observa que este método es lineal en el rango de 0.01-

0.04 mg%. [l coeficiente de correlacion fue de 0.9968.
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12. DISCUSION DE RESULTADOS

La identificaciéon de las benzodiacepinas en solucién acuosa se hizo
empleando columnas con fase inversa, en la cual eluyen los compuestos en
orden decreciente de polaridad. De las dos columnas ensayadas LiChrospher
100 RP 18 (5 um), 125 x 4 mm d.i. y MOS Hypersil (5 ym) 100 x 2.5 mm d.i.,
se obtuvo mejor resolucién, mayor sensibilidad y un menor tiempo de retencién
con la segunda. Debido a que la concentracién del estandar interno es diferente
para cada una de ellas, asi como los niveles terapéuticos son distintos, resulta
dificil su cuantificacién simultdnea.

Empleando columna empacada con Partisil-10, de 250 x 4.5 mm d.i.,
Gill y colaboradores (11) separaron 21 benzodiacepinas simultaneamente con
substancias puras sin tomar en cuenta el nivel terapéutico.

De las tres fases moéviles indicadas en la literatura para la cuantificacién
de benzodiacepinas por HPLC:

1. Acetonitrilo /'buffer” acetato 0.01 M, pH 4.6, 35:65 v/iv (4).
2. Acetonitrilo / trietilamina /acido fosférico 1M/agua: 180:0.5:3.5:316 (16).
3. Metanol/'Buffer” fosfato 0.01 M/agua: 550:200:250 (11).
se obtuvo una mejor resolucién de todos los compuestos puros ensayados
individualmente con la fase 3.

Estudios efectuados indican el uso de hidréxido de sodio y diclorometano
(15) y solucion “buffer” de carbonato de sodio con éter etilico (16) para la
alcalinizacién y extraccién de las benzodiacepinas, en las pruebas efectuadas se
obtuvo el mismo resultado al ensayarlas, por lo que puede usarse cualquiera de
ellas indistintamente, es importante que durante la extraccién de la sustancia

en estudio, el medio esté alcalino por ser una droga de estructura basica.
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La mayoria de métodos indica el empleo de diferentes solventes de
extraccion, por lo que se selecciond el que mostré menos variacién en
inyecciones sucesivas,

Ha sido una practica comtn el uso de un estindar interno para la
cuantificacion de cualquier sustancia, principalmente en el caso en que el
solvente de extraccién es muy volatil ya que con esto se minimizan los errores.
L.a composicion quimica, el adecuado tiempo de retencion que no interfiere con
otras benzodiacepinas y una buena resolucién (13) justificé la seleccién del
diacepan.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontré que alprazolan y
midazoldn debido a que sus niveles terapéuticos son muy bajos de 0.0025-
0.0061 mg% para el primero y 0.008-0.025 mg% para el segundo, no pueden ser
cuantificados adecuadamente ya que aunque se trabajaron con la maxima
sensibilidad del equipo, la respuesta obtenida no fue confiable. Igualmente
para pracepan (0.001-0.004 mg%) y triazoldn (0.0002-0.001 mg%) cuyos
niveles terapéuticos son atin mas bajos (Cuadro No. 2). Para estos compuestos
seria necesario contar con un equipo para HPLC mas sensible, emplear
detector de arreglo de diodos como lo recomienda Mura y colaboradores (25) o
el uso de cromatografia de gases con detector de captura de electrones que
permite detectar concentraciones a niveles de trazas (3).

De acuerdo a los resultados obtenidos de los ensayos para el clobazdn y
bromacepdn se concluyé que una sustancia interferente con el mismo tiempo de
retencion del bromacepan, no permitié su determinacién apropiada por lo que
debera buscarse otro método de extraccion u otros sistemas de elusion
excluyéndose por esta razén del presente estudio.

.La buena separacion del clobazan y diacepin (estindar interno)
(Cromatogramas [ y [I ) permitié su adecuada cuantificacion, lo que se
demostrd al obtener un coeficiente de correlacion excelente de 0.9968 (Grafica

No. 1). La literatura (34) indica uno como cocficiente de correlacion ideal.



Quedo cstablecido tal y como se indica en el Cuadro No. 8 que tanto el
método como el instrumental tienen un 100 % de exactitud dentro de los
niveles terapéuticos y un CV de "0 Branchetliermain (5) reporta una
recuperacion de 92.7-100% a concentraciones de 0.001-0.05 mg%, con un CV de
3.6 para 0.005 mg%, 2.1 para 0.025 mg % y de 1.7 para 0.05 mg%. A las
mismas concentraciones, Zilli (37) indica recuperaciones del 100% con CV de
2.45 para 0.005 mg%.

De acuerdo con los resultados la especificidad quedé plenamente
confirmada. En cuanto al limite de deteccién, Branchetliermain (5) reporta
limite de deteccién y cuantificacién para clobazin de 0.002 mg%, empleando
HPLC, pero no indica el modelo del equipo empleado que pudiera detectar y
cuantificar niveles mucho méas bajos que los que se obtuvieron.

En la literatura se cita una linealidad a concentraciones de 0.005-0.05
mg% ( 5, 37), los resultados obtenidos en el presente trabajo corresponden a los
valores de los niveles terapéuticos (0.01-0.04).

En las condiciones experimentales a pesar de haber incluido niveles por
debajo de estos (0.001, 0.003 mg%) no fueron lineales.

Por lo expuesto anteriormente se demostr plenamente que el método
ensayado cumple con todos los parametros estadisticos establecidos por la USP

XXIIT



12.1.

12.3.

13.CONCLUSIONES

El  bromacepdn, clobazdn vy diacepan se pueden identificar
individualmente por cromatografia liquida de alta resolucién empleando
el método descrito, la cuantificacion simultinea no es posible debido a

los diferentes niveles terapéuticos y sensibilidad del equipo.

El analisis y cuantificaciéon del alprazoldn, pracepdn, midazoldn y
triazolan por HPLC requiere mayor sensibilidad del equipo, el empleo de
detector con arreglo diodos o cromatografia gaseosa con detector de

captura de electrones que detecta concentraciones a niveles de trazas.

El método empleado para cuantificar el clobazdn cumple con los
parametros de exactitud, precisién, especificidad, limite de deteccion,
limite de cuantificacién y linealidad establecidos por la USP XXIII
aplicables a muestras biolégicas. Con este método se pueden analizar

muestras séricas con niveles de 0.005 a 0.05 mg%



13.1.

13.2.

13. RECOMENDACIONES

Se debe continuar este estudio a fin de validar con este método el

analisis de diacepdn.

Para la cuantificacién de alprazoldn, pracepdn, midazoldn y triazolan se

debera emplear el equipo adecuado que alcance la sensibilidad necesaria.
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CUADRO No. 1

Niveles séricos de las benzodiacepinas

37

Nivel . . ’ ]
. . s Nivel Toxico | Nivel Letal
No Benzodiacepina Terapéutico g% g%
mg%
1. Alprazolan 0.0025-0.0061 0.01-0.04 0.122-0.39
2. Bromacepan 0.008-0.017 0.025-0.05 | @ -----
3. Clobazdn = 001004 | = e | L
4. Diacepan 0.02-0.2 0.15-0.3 >2
D, Midazolan 0.008-0.025 | = e | ..
6. Pracepan 0.001-0004 | - | .
7. Triazolan 0.0002-0.001 | = e | L

(28, 36)



diacepan estandar interno 0.04 mg%
No.
1

CUADRO No. 2

Curva de calibracion de alprazolan en medio acuoso

Concentracién mg% Relacién clobazan/diacepan
0.001 0.095
2] 0002 - 0.093
3 0.004 0.3
4 0.008 0.45
001 . 0.55
r = 0.9838
a=0.035
b=52.35

Curva de calibracién de midazolan en medio acuoso

diacepan estdndar interno 0.04 mg%

No. Concentracion mg% Relacién midazolan/diacepan
1 0.005 1.03
2 0.01 1.99
3 0.015 415
4 0.02 16.29
r=0.8752
a=-6.12
b=958.8

Curva de calibracién de triazolan en medio acuoso

diacepan estdndar interno 0.04 mg%

No. Concentracién mg% Relacién triazolan/diacepan
1 0.0005 ¢
2 R R .
3 JALL . .
| 4 L . e —

Curva de calibracién de pracepan en medio acuoso

diacepan estandar interno 0.04 mg%

38

| No. Concentracion mg% Relacion |
(1] oo | __ |

2 | X e SR

3 | o015 | T

B Y ) e
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CUADRO No. 3

Curva de calibracion de alprazolan en medio acuoso

diacepan estandar interno 0.04 mg%

No. Concentracién mg% Relacién

1 0.01 | 0.25

2 0.02 0.45

3 0.03 0.66

4 0.04 0.88
r=0.9997
a=0.035
b= 21

Relacion : _altura clobazan
altura diacepan




CUADRO No. 4

Curva de calibracion de bromacepan en medio acuoso

diacepan estandar interno diacepan 0.04mg %

No. Concentracién mg% NaOH
1 0.0025 0.091
2 0.005 0.18
3 0.01 03
4 | 0.015 0.5

r =0.9973
a = 0.0055

b=132.45

40



CUADRO No. 5

41

Curva de calibracién de bromacepan en medio acuoso

diacepan estandar interno 0.04 mg %.

|

: Relacion !P Concentracién | Concentracion % de
No. A . encontrada £
bromacepan/diacepan me% real mg% recuperacion
1 0.83 0.016 0.015 109
2 0.95 0.019 0.015 125
3 1.08 0.021 0.015 147
4 0.92 0.018 0.015 121
5 0.86 0.023 0.015 151 B
Curva de calibracién de clobazan en medio acuoso
diacepén estdndar interno 0.04 mg %.
N Relacion Concentracion Concentracién % de
| ) clobazan/diacepan | encontrada mg% real mg% recuperacion
1 1.03 0.019 0.02 95
2 1.13 0.021 0.02 105
3 1.24 0.023 0.02 115 |
4 1.156 0.02 0.02 100
5 1.06 i 0.02 0.02 100 |




CUADRO No. 6

Curva de calibracién de clobazan en soluciéon acuosa

diacepan estdndar interno 0.04 mg%

Estandar en Relacién altura estandar/altura diacepan
No. mg% 1 9 3 4 5 X
1 0.001 0.13 0.09 0.06 0.08 0.09 0.09
2 0.003 0.20 0.19 0.18 0.17 0.17 0.18
3 0.005 0.29 0.25 0.26 0.26 0.25 0.26
4 0.01 0.44 0.50 0.48 0.44 0.46 0.46
5] 0.02 0.82 0.91 0.80 0.0 0.82 0.85
6 0.03 1.46 1.50 1.45 1.52 1.50 1.49
7 0.04 1.95 1.90 2.0 1.93 2.10 1.98
8 0.05 2.62 2.55 2.44 2.562 2.6 2.55
9 0.06 2.92 2.91 2.94 2.94 2.98 2.94
y= a+bx
y= 0.08 + 42.92x
r= 0.9968
X = Promedio de la relacién altura estandar/altura diacepan (5

determinaciones)




Diacepan como estandar interno 0.04 mg %

CUADRO No. 7

Curva de calibracion de clobazan en muestras sericas

43

No Concentracion |  Relacién altura clobazan/altura diacepan X
j mg% 1 2 3 4 5
1 0.001 0.11 0.12 0.09 0.09 0.11 0.10
2 0.003 0.20 0.16 0.16 0.21 0.21 0.19
3 0.005 0.27 0.30 0.28 0.27 0.28 0.28
1 0.010 0.59 0.59 0.58 0.53 0.51 0.55
5 0.020 1.01 1.07 1.08 1.00 1.00 1.03
6 0.030 1.29 1.23 1.32 1.35 1.39 1.30
7 0.040 1.8 1.90 1.70 1.80 1.80 1.80
8 0.045 2.30 2.20 2.60 2.20 2.20 2.30
9 0.050 2.70 2.70 2.70 2.60 2.50 2.60
10 0.060 3.52 4.20 3.90 3.54 3.70 3.80




CUADRO No. 8

Tratamiento Estadistico

Curva de calibracion de clobazan en muestras sericas

diacepan estandar interno 0.04 mg %

Exactitud.
Porcentaje de recuperacién: concentracién encontrada (100)
concentracion original
No Concentracién Concentracién % de Tratamiento
' tedrica mg% . encontrada mg% recuperacion estadistico

1 0.001 0.002 200
2 0.001 0.003 300 X 220.00
3 0.001 0.002 200 & 40.00
4 0.001 0.002 200 CV 18.00
5 0.001 0.002 200 R
1 0.003 0.004 133
2 0.003 0.003 100 X 120.00
3 0.003 0.003 100 8 16.00
1 0.003 0.004 133 CV 13.00
5 ~0.003 0.004 133
1 0.005 0.006 120
2 0.005 0.006 120 X 120.00
3 0.005 0.006 120 5 0.00
4 0.005 0.006 120 CV 0.00
5 0.005 ~0.006 . 120 o _L__*f, 1 .
1 0.01 0.010 100 !
2 0.01 0.010 100 X 100.00
3 0.01 0.010 100 ‘ d 0.00
4 0.01 0.010 100 | CV 0.00
5.1 001 _oow | w0 |
1 0.02 0.020 100 |
2 0.02 0.020 100 ! X 100.00
3 0.02 0.020 100 ' 3 0.00
4 0.02 0.020 100 CV 0.00
5 0.02 0.020 . 100
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1 0.03 0.030 100
2 ~0.03 0030 | 100 X 100.00
3 0.03 0.030 100 6 0.00
4 0.03 0.030 - 100 CV 0.00

5 0.03 0.030 100
1 0.04 0.040 100
2 0.04 0.040 100 X 100.00
3 0.04 0.040 100 & 0.00
4 0.04 0.040 100 CV 0.00
5 0.04 0.040 100
1 0.045 0.046 102
g 0.045 0.045 100 X 102.00
3 0.045 0.050 111 6 4.00
4 0.045 0.045 100 CV 4.00
5 0.045 0.045 100
1 0.05 0.060 120
2 0.05 0.060 120 X 112.00
3 0.05 0.060 120 5 10.00
4 0.05 0.050 100 CV 9.00
5 0.05 0.050 100
1 0.06 0.070 116
2 0.06 0.090 150 X 130.00
3 0.06 0.080 133 & 13.00
4 0.06 0.070 116 CV 10.00
5 0.06 0.080 133

X media

3 desviacién estandar

CV  coeficiente de variacién

| PRNDIC '3 UMIVERSIBAB DF SAN CARLOS DF GUATHMAIA'
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diacepan estandar interno 0.04 mg%

CUADRO No. 9

Tratamiento estadistico

Curva de calibracion de clobazan en muestras sericas

Precision.
No. Concentz;:;zn e eggﬁ;ﬁ:ﬁ; % Tratamiento estadistico
1 0.001 0.002
2 0.001 0.003 X 0.0022
3 0.001 0.002 5 0.0004
4 0.001 0.002 CV 18.00
5 0.001 0.002
1 0.003 0.004
2 0.003 0.003 X 0.0036
3 0.003 0.003 5 0.0005
4 0.003 0.004 CV 14.00
5 0.003 0.004
1 0.005 0.006
2 0.005 0.006 X 0.006
3 0.005 0.006 5 0.00
4 0.005 0.006 CV 0.00
5 0.005 0.006
1 0.01 0.010
2 0.01 0.010 X 0.01
3 0.01 0.010 5 0.00
| 4 0.01 0.010 CV 0.00
5 0.01 0.010
1 0.02 0.020
2 0.02 0.020 X 0.02
3 0.02 0.020 |8 0.00
| 4 0.02 0.020 CV 0.00
5 0.02 0.020
1 0.03 0.030 ,.
| 2 0.03 0.030 | X 0.03
3 0.03 0.030 8 0.00
4 0.03 0.030 | CV 0.00
5 0.03 0.030 |
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I 1 0.04 0.040

|2 004 | 0040 X 0.04
3 0.04 0.040 8 0.00
4 0.04 0.040 CV 0.00
5 0.04 0.040
1 0.045 0.046
2 0.045 0.045 X 0.046
3 0.045 0.050 5 0.002
4 0.045 0.045 CV 4.00
5 0.045 0.045
1 0.05 0.060

2 0.05 0.060 X 0.056
3 0.05 0.060 5 0.0005
4 0.05 0.050 CV 9.00
5 0.05 0.050
1 0.06 0.070
2 0.06 0.090 X 0.078
3 0.06 0.080 3 0.007
4 0.06 0.070 CV 9.00
5 0.06 0.080
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CUADRO No. 10

Curva de calibracion a los estandares de clobazan en medio acuoso
diacepan estandar interno 0.04 mg%

Linealidad
Aplicacién de la Regresién Lineal a los resultados de los estandares.

No. Concentracién Eor;ca del Estandar X de la relacion clobazan/diacepan
1 0.001 0.09
2 0.003 B 0.18
3 0.005 0.26
4 0.01 0.46
5 0.02 0.85
6 0.03 1.49
7 0.04 1.98
8 0.05 2.55
9 0.06 2.94

y=a+bx
y =-0.00535 + 49.53x
r= 0.9984

¥y = eje vertical
x = eje horizontal
a = ordenada al origen
b = pendiente
Curva de calibracién a los estandares de clobazan en muestras séricas

Aplicacién de la Regresién Lineal a los resultados de las muestras séricas.

No. Concentracién teérica mg% X de la relacién clobazan/diacepan
| . 0.001 010
2 0.003 0.19
3 0.005 0.28
4 0.010 4 055
5 0.020 1.03
6 0.030 1.30
S _0.040 b 1.80
y=a+bx

y= 0.08 + 42.92x
r = (0.9968
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CROMATOGRAMA II

Curva estiandar de clobazin en medio acuoso.
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clobazan mg%

A= 0.030 diacepan e.i.=0.040 mg%
B = 0.040 1 = clobazan.
C= 0.050 2 = diacepan.

D = 0.060
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CROMATOGRAMA 111

Curva de clobazdn en muestras séricas

clobazan mg%
A= 0.001

B = 0.003
C= 0.005
D= 0.010
E = 0.020
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diacepan e.i.= 0.040 mg%
1 = clobazan.
2 = diacepan.
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CROMATOGRAMA 1V

Curva de clobazdn en muestras séricas
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clobazan mg%

A= 0.030
B= 0.040
C= 0.045
D= 0.005
E= 0.006
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diacepan e.i.=0.040 mg%
1 = clobazan.
2 = diacepan.
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CROMATOGRAMA V

Especificidad
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A = Blanco de reactivos 1 = Frente del solvente
B = Blanco de muestra 2 = clobazan
C = Estandar de clobazan 3 = diacepan

D = Muestra + 0.01 mg % de clobazan
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Carlos Wotzbe a Marroquin Reyes

Fobicdb X e M ickeo
Licda. Fabiola Prado de Micheo

Asesora
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Licda. Maria Antonia Pardo de Chavez
Asesora

M Alvarado Beteta
Decana
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