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RESUMEN

El diazepam es un farmaco ampliamente utilizado
como ansiolitico, anticonvulsivante y relajante muscular,
principalrente; debido a que este farmaco actua sobre
sistema nerviosc central, produce reacciones adversas
serias. Se ha observado que los efectos colaterales de
esta benzodiazepina, tales como confusién e incoordinacidn
motora aumentan con la edad, va que su administracién a
ancianos produce depresién aun a dosis pequerias.

En el presente trabajo se validaron 2 métodos
analiticos para cuantificar diazepam en plasma, unc por
cromatografia de gés - liquido y el otro por cromatografia
de liquidos de alta resolucién, en ellos se encontréd una
linealidad satisfactoria en un intervalo de concentracién
de 5 a 125 ng/ml y de 15 a 1000 ng/ml, respectivamente;
una exactitud del 95 * 52 (CGL) y 70 t 5% (CLAR), una
concentracién minima detectable de 7 ngsml (CGL) v 8 ng/sml
{CLAR) y un coeficiente da variacién para cada
concentracién menor del 10%. Asimismo, se encontréd que el
fArmaco es estable en plasma durante 4 semanas.

Se determiné la farmacocinética de diazepam
(5 mg p.0.) en 13 voluntarios (7 mujeres y 6 hombres) de 61

a 92 aflos de edad; en ellos el firmaco se ajustd a un



modelo abierto de % compartimientos utilizando el criterio
de akaike: en los parémetros cinédticos del compuesto
estudlado { a, B, kio, K12 y k21) se encontrd una amplia
variacién interindividual, sin embargo, de manera general,
los valores de tiempo de vida media de eliminacién
obtenidos en los ancianos fueron simlilares a los publicados
en la literatura (10) (50,8 % 30,2 h con respecto a

43 £ 13 h), detectindose que la eliminacién fue mAs lenta
en una voluntaria en la que se registrd falla hepética

(t¥ = 130.8 hy.

Asinismo, se determind el régimen de dosificacidn
para ¢ada voluntario en base a los parAmnetros
farmacocinéticos los cuales fueron independientes de la
edad y sexo, cuando se evaluaron como factores alslados en
una regresidn lineal simple; no obstante, se encontréd que
la interaccién entre ellos (mediante un andlisis de
regresién lineal miltiple} influye sobre la disposicién del

diazepanm.
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ABBTRACT

Diazepan es a widely used drug as an
anticonvulaivant, ansioclitic and muscle relajant: due to
ites effects on the central nervous system, it produces
serious adverse reactions. It has been observed that the
gide effects of thie benzodiazepine, i.e. confusion and
motor incoordination, increase with age, because its
administration produces depression in elederly people even
in small doses.

In this work, 2 analytical methods were validated to
quantify diazepam in plasma, the first one using gas-liquid
chromatography (GLé) and the second one by high performance
liquid chromatography (HPLC). In both methods, it was
obtained a satisfactory linearity in concentratien ranges
of 15 - 125 ng/ml and 15 ~ 1000 ngs/ml, respectively; with
accuracy of 95 t 57 for GLC and 70 ¢ 5 % for HPLC. The
lower limit of sensitivity for GLC was 7 ng/ml and 8 ng/ml
for HPLC. The coefficlent of variation for each
concentration was lesgs than 10%. It was found that this
drug is stable in plésma during 4 weeks.

The pharmacokinetics of diazepam was sBtudied
(5 mg p.o.) with 13 volunteers (7 women and & men) ranging

from 61 to 92 years. According to the Akailke's criterion,

i1t



the_drug followed by & two - compartment open modei; it was
found a wide interindividual variation in the values of the
parameters studied (a, B, kiQ, k12 y k21); in general,
however, the obtained values for elimination half - life in
the elderly people (50.8 * 30.2 h) were similar to

previous results (43 £ 13 h){10). In the case of cne male
volunteer with hepatic failure, it was determined a slower
elimination {(t+ = 130.8 hj.

The dosage regimen was determined for each volunteer
based on the calculated pharmaéokinetic parameteres, which
were independent of age and sex when they were evaluates as
isplated terms in a simple linear regression; it was found,
however, that interaction between them {by meanpas of a
multiple linear regression analysis) influenced the

disposition of diazepam.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El diazepam es un fArmaco ampliamente utilizado en
la clinica desde 1963 en el tratamiente de estados de
tensién vy ansiedad (1). Debido a que este fArmaco actda
sobre silstema nervioso central, produce efectos adversos
serios como confusién, depresién respiratoria e
incoordinacién motora (2,3). La magnitud de estos efectos
generalmete van acompafiados de altas concentraciones
plasmiticas de diazepam (4).

Se ha observado, que los efectos colaterales del
diazepam aumentan con la edad, ya que pacientes geridtricos
tienden a la depresibén ain a dosis pequeiias (3). Para
evitar estos transtornos, recientemente, se ha sugerido el
emplec de parametros farmacocinéticos para el diseiio y
ajuste de regimenes de dosificacién (5).

Cabe mencionar que existen diferencias

interindividuales en los pardmetros de eliminacién de



diazepam, con respecto a la edad {5,6), obesidad (&),
algunas enfermedades como cirrosis y hepatitis viral (3} y
a la raza (7); estoc provoca que en la practica, las dosis
de fArmaco deben individualizarse de acuerdo al diagndstico
de cada paciente v a la respuesta terapdéutica observada
(8,9).

En la literatura se ha descrito el comportamiento
farmacocingtico de diazepam en nifios, adultos ¥ anciancs
(10,11,12). No obstante. estos estudios se han realizado en
poblaciones distintas a la nuestra, bajo condiciones de
raza, dieta y farmacogenética distintas.

En nuestro pais, no existen reportes acerca de la
farmacocinética en estos grupos de edades, es por ello que
esta investigacién esta encaminada a cbtener los parénetros
farmacocinéticos en ancianos y utilizarlos para el disefio
de regimenes de dosificacién, asimismo, a detectar
diferencias posibles debido al sexo en la cinética de este

faArmaco.



CAPITULO I1I
GENERALIDADES

1.1, Nombre Quimico

7 - cloro - 1,3 dihidro - 1 - metil - 5 fenil - 2H -
1,4 benzodiazepin - 2 ona (9)

Sindnimos: diaszepam, valium, atensim, tensium
1.2. Férmula Condensada
G, gHy ;C1N,0

1.3. Férmula Desarrcollada



1.4. Conposicién Forcentual

Carbono = 67.49%, hidrégeno = 4.57%, cloro = 12.48%,

nitrégeno = 9.84% y oxigeno = 5.62%.

1.5. Peso Molecular
284.75
1.6, Apariencia Fisica (9,13)

Es un polvo cristalino color blanco a amarillo,

prActicamente sin olor y con sabor amargo

1.7. Rotacién Optica (13)

El diazepam no exhibe rotacién dptica

1.8. Punto de fusién (13;

131 - 135 *C

1.9. pKa (9,13)

3.4 determinado espectrofotométricamente a-zo °Cc
1.10. Absorcién Ultravioleta (9,13)

En HCl 0.1 N el diazepam presenta mdximos a 242 % 2

nm (E 1%, 1 cm=964}), 265 £ 2 nm (E 1%, 1 cm=490) y 368 & 2



nm (E 1%, 1 ¢m = 148); en alcohol al 95% se presenta un

midximo de 229 nm (E 1%, 1 cm = 1082)

1.11, Solubilidad

La solubilidad de diazepam en diferentes disolventes
obtenida a temperatura ambiente se muestra en la tabla 2.1,

(13},

Tabla 2.1. Solubilidad de diazepam eh diferentes

disclventes a temperatura ambiente,.

Pisolvente ' Solubilidad (mg/ml}
Agua 0.05
Eter de petréleo (30 a 60°C) 0.9
Propilenglicol 17
Eter 18
Isoprobanol 20
Etanol al 95% 4l
Metanol 49
Acetona 125
Benceno 220
Dimetilacetamida 296
Cloroforme » 500




1,12, Coeficiente de Distribucién (14}

El coeficiente de distribucién de diazepam entre
octanol y solucién amortiguadora de fosfatos (pH=7.4 vy

0.05 M) a 25 °C es 631 {octancl/solucidn acuosa).
1.13., Estabilidad (13)

Han y colaboradores (15) estudiaron la cinética de
reaccidén de degradacién de diazepam, as{ como la constante
de valocidad a diferentes températuras ¥ a condiciones
4cidae v alcalinas; los reaultadqa que obtuvieron se
encuentran en la tabla 2.Z.

En soluciones dcidae y bésicars el diazepam Be
hidreliza formando a 2-metilamino-S-clorobenzofenona y

glicina de acuerdo a la siguiente reaccidn:

©)

NHz-CHZ-COOH

o



Tabla 2.2. Valores de las constantes de velocidad de primer
orden, ldlk lmiﬁ'la ¥ pardmetros termodindmicos para la

hidrélipis de diazepam,

pH
Temperatura (°C) 0.93 10,18
85 157.0 2.3
" a0 94,0 1.7
75 67.0 1.2
70 49,6 0.8
Ea (Kcal/mol) 18.4 ¢t 1.9 17.2 £ 0.6
In P 24,0 £ 2.8 15.9 ¢ 0.9

Ea = energia de activacidén y P = factor de frecuencia.



2. TFARMACOLOGIA DE DIAZEFAM

2.1, aspectos Farmacodindmicos

2.1.1. Efectos farmacolégicos y usos terapéuticos

El diazepan se utiliza ampliamente como
tranquilizante {ansiolitico), sedante, hipnético,
antidepresivo, en casos de insomnio vy tensiones de
individuos normales y neuréticos (1,3;.

Es empleado en paiquiatria, se aplica a gran
variedad de enfermedades neurolégicas y mentales; disminuye
la aprehensién, el temor en pacientes con problemas de
personalidad, de cAncer, cuadros de histeria y en victimas
de accidentes (16}. Alivia los sintomas de delirium tremens
desencadenados por la abstinencia de alcohol (9).

Es un relajante muscular esquelético (9),
particularmente se utiliza en el tratamiento de diversas
fornas de espasmos musculares como tétanos y el sindrome de
"hombre tieso".

Evita las convulsiones causadas por estricpina o el
pentilentetrazol (17); es un producto de eleccidn en el
tratamiento de estados epilépticos (pequefio vy gran mal}

(16},



El diazepam se utiliza cada vez nis como
preanestésico: en anestesia regional, en cirugfs mayor
{cardiaca), dental y durante el parto (16;.

En la tabla 2.3. se muestra el esquena de
dosificacién da este férmaco recomendado en la literatura
{B) para el tratamiento de distintos padecimientom; sin
embargo, se menqiona que las dosis deben individualizarse
para abtener meyores beneficios (8,3). En alguncs estudios
{18) se ha propuesto que la concentracidn minima efectiva
para el tratamiento de estados de anpiedad y en patientes
epiléticos se encuentra entre 400 a 500 ng/ml, observindose
cambios en el electroencefalograma a partir de 100 ngsml.

Rao y Lée {19,202 han éstudiado el efecto del
diazepan sobre la respiracidn, En 18 pacientes con
anfermedad crénica pulmonar obstructiva administraron al
firmaco a dosis de 34 mg, los efectos obgervados fueron:
una disminucidn en la presién sanguinea sistdlica, en la
ventilacién alveoclar y en la produccién de o, sin
registraree cambios significativos en la presidén sanguinea
ni en la resistencia vascular periférica; asimismo, se
detectd una depresién respiratoria a grandes dosia.

l.os efectos colaterales observados en el hombre son:

confusidn, apatfa, debilidad muscular, incoordinacidn



Tabla 2.3.

Esquema de dosificacién para nifios y adultos de

diazepam recomendadoc para diferentes padecimientos.

Padecimento

Adultos

Nifiosi*}

Ansiedad moderada

Ansiedad severa

"Sindrome de absti-
nencia de alcohol

Procedimientos
endoscédpicos

Espagmos muscu-
lares

Dosis de 2 a 10 mg

{2 a 4 vecee al dia)

5 a 10 mg (cada 3

a 4 horas) las vias
mas utilizadas son
I1.V. e 1.4,

Dosis inicial 5 a
10 mg y de manteni-
miento 5 mg cada 3
o 4 horas

Titular la dosis
hasta obtener los
efectoe deseados,
generalmente se re-
quieren 5 a 20 mg

Dosis inicial 5 a
10 mg, de manteni-
miento 5 mg cada 3
¢ 4 horas

En cases de
tétanos en
nifios menores
de S5 afios, 1 a
2 mg ¥y cada 3 a
4 h, Bi es ne-
cegario. En ma-
yores de 5 aifios
de 5 a 10 mg

{*} Se recomienda no administrarse a nifios menores de 6

10



Tabla 2.3, (continuacién) Esquema de dosificacidn para

nifios vy adultos de diazepam recomendado para diferentes

padecimientos.

Fadecimiento

Adultos

Nifios (4}

Epilepeia
{8e recomienda
la via 1.V.)

" Pacientes
geridtricos

Dosis inicial de
S a i0 mg, repi-
tiéndoBe si es
necesario cada
10 a 15 min has-
ta 30 mg como
maxino

2 a 2.5 mg, una

a 2 veces al dia;
la dosis se puede
aumentar gradual-
mente confornme
sea tolerada

Nifios menores de
5 afios, de 0.2 a
0.5 mg cada 5 min
8l es necesario,
hagta 5 mg como
ndximo. Para ma-
yores de 5 aijlos,
1 mg en el mismo
intervalo de
tiempo hasta 10
ng.

t*) Se recomienda no administrarse a nifios menores de &

meses.,

motora, visidén borrosa, letargia, erupcidn cuténea,

inconciencia, ndusea, ataxia, somnpolencia diurna, perez&.

desorientacién, vértigo, deterioro de la memoria,

11



debilidad, constipaciédn, retencién urinaria, bradicardia,
hipotensién, cambios en la salivacién, diplopia, la manera
de hablar es balbuceante y de prisa y excitacidn paradéjlca
{3,16,17}. Se ha detectado que los efectos secundarios de
este F4rmaco, usualmente estdn asociados con
concentraclones mayores de 1 ugsml (17), el nivel asociado
a la aparicidén de sintomas tdxicos graves en humanos es de
S a 20 pg/ml {17) y la concentracién letal sangufnea
publicada es mayor de S50 ug/sml (17),

La administracién intravencea en animales produce'
irritacidén localizada de tejides alrededor de los sitios de
inyeccidén y en las paredes de las venas. Se han reportado
casos de trombosis y flebitis en el sitioc de inyeccidén (9),
por lo cual se recomienda que en una administracién
intravenosa la solucién debe inyectarse lentamente y no
aplicarse en venas pequeilas como en el dorso de la mano o
en la muieca (8).

Después de la administracién de diazepam, se puede
observar una respuesta paradéjica, con sintomas de
irritabilidad, insomnioc y aumento en la espasticidad
muscular, ansiedad vy alucinaciones (3,17). A nivel
bioquimico se ha propuesto que egte fArmaco es un
antagonista de la norepinefrina y la serotonina, inhibe la

incorporacién del oxigeno en el cerebro vy en el higado y en



poco tiempo aumenta la concentracién de'glucosa y glucdgeno
cerebral {(17).

Este f&rmaco debe de administrarse con precaucién en
nifics (8), se ha observado depresién prolongada en el
sistema nerviosc central en recién nacidos debldo a la
inhabilidad de metabolizar al principio activo.

Los efectos colaterales del diazepam sobre el
sistema nervioso aumentan con la edad (3,9), los ancianos
tienden a la depresién adn a dosie pequerias (3); este
efecto se ha atribuido a que aumentan las concentraciones
del farmaco en el cerebro de paclentes geridtricos por un
cambio en la distribucidn en el organismo con respecto a la
edad (ver Rahm;n en la seccidn 2.2.2.) debido a que
posiblemente se incrementa la permeablilidad de la barrera

hematoencefdlica (21),
2.1.2. Mecaniemo de accién

Las células blanco de diazepam son neuronas que
contienen receptores del Acido gama aminobutirico {GABA:.

Se ha propuesto como modelo del receptor
farmacolégico {22) a un complejo constituido por «
subunidades muy similares, Esta estructura es capaz de
formar un poro central que se puede cerrar o abrir como

respuesta a cambios en la conformacién de las subunidades.



Dentro del modelo, cada subunidad tiene al menos 3
funclones diferentes; una de ellas es formar el poro, y las
otras el de unir al GABA y a las benzodilazepinas en sus
sitios correspondientes. Cuando el diazepam interactua con
su sitio receptor se producen cambios conformacionales en
la subunidad los cuales inducen a que los mitios de unidén
de GABA tengan un estado de alta afinidad hacila el
neurotrasmisor, provocando que se abra un poro para que
permita la permeabilidad de aniones, principalmente
cloruros, en mayor proporcién que en condiciones normales
tel diazepam asf{, aumenta la potencia de GABA).

M8hler (23) determind que la constante de
disociacién {KB} en preparaciones de sinaptosomnas
aislados de corteza cerebral fue de 3.6 £ 0.1 nM. Se ha
observado que el valor de KD no difiere con respecto al
sexo de ratas, sin embarge, Vmidx fue 15% mayor en hembras

que en machos,
2.1.3. Toxicidad
Di Palma y Rojas (16,24) han sefialade que la
ingestion erdnica de diazepam puede dar lugar a ideas e

intentos suicidas; cuando se administra en forma crdnica a

grandea dosis produce una lentificacién en las frecuencias

14



electroencefalogrdficas espontdneas (24}. parece provocar
amnesia retrograda 16), disminuye la reaccién del
despertar provocada por la estimulacién eléctrica del
hipocampo (16).

Es rara la toxicidad sobre el higado y la Banhgre
a dosis comunmente usadas tanto en forma aguda como crénica
{16). Experimentos a largo plazo en ratas no revelaron
disturbios en la funcién enddcrina (8).

La dosis letal 50 determinada en ratén es de 720
neg/kg v de 1240 mg/kg en rata utilizando la vfa oral. En
monos una dosis intraperitoneal de 400 mgskg provoca la
muerte al sexto dia de la administracidn del farmaco (&}.

En estudios enfocados a conocer el efecto de
diazepam sobre la reproduccién en ratas (8), se administrd
oralmente el fArmaco a dosis de 1, 10, 80 y 100 mgrkg en
periodos de 60 a 228 dlias previos al apareamiento de estos
animales. A 100 mgskg se observd un mimero disminuido de
embarazos y de neonatos scbrevivientes. Estos resultados se
atribuyeron a una sedacién prolongada en las ratas que
provecd una falta de interés en el apareamiento y un
descuido hacia las ratas recién nacidas por parte de sus
madres. Se determind, en esta investigacién que la
mortalidad de las ratas a dosis mayores de 100 mgskg se

encontraba dentro de los limites normales. Eatudios

15



adicionales en ratas incluyendo dosis de 80 mgskgsdia,
revelaron que no existen efectos teratogénicos
significantes sobre la descendencia (8;.

Por otra parte, Kellog y colaboradores (25}
encontraron que la administracién de diazepam en la tercera
semana de gestacidén en ratag provoca cambios en el
desarrollo celular y alteraciones en la diferenciacién del
tejido nervioso. Este periodo es especialmente sensible a
férmacos que actuan sobre el sistema nervioso central dando
como consecuencla excitacién ademdms de efectos
teratogénicos. En ratas expuestas a dosis altas (10 mg/kg!
durante la tercera semans poetnatal, se observa ausencia de
la actividad potencial locomotora y una reduccién en los
reflejos ante el ruido (25}.

En una investigacién realizada en conejos en los
cuales se les administré oralmente al diazepam a dosis de
1, 2, 5y 8 mg/kg desde el sexto hasta el dieciochoavo dia
de gestacidén, se concluyé que no existen efectos adversos
sobre la reproduccién ni dahos teratogénicos (8).

Con respecto a humanos, los efectos que origina el
diazepam sobre los cromoscomas in vitro e in vivo,
proporcionan resultados contradictorios (26). Se llega a
concluir que como sustancia usada en terapia no produce

dafio genético (26). No obstante, otros estudios demuestran
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lo contrario (27,28). Estudios realizadbs en leucocites
inducir danos cromosdmicos tales como rompimientos en
cromdtidas; generalmente, el incremento de estas
alteracionas aumenta de acuerdoc a la dosis (27},

Stenchever y colaboradores (27} observaron
alteraciones cromosémicas al analizar el cariotipo de un
cultivo celular perteneciente a mujer de 24 afios de edad
expuesto a concentraciones de 10 a 20 ug/ml de diazepanm,
durante 72 horas. Asimismo, las mismas alteraciones se
detectaron en 23 paclentes después de & meses de haber
recibido un tratamiento crdnice de 30 mgskg durante 18
meses. .

El diazepam atraviesa ficilmente la barrera
placentaria (secciones 2.2.2. y 2,2.4), Se ha observado que
la administracién de este fArmaco en mujeres durante el
primer trimestre del embarazo ha causado malformaciones en
el feto, tales como el hendimiento del labie con o sin

paladar hendido (29).
2.1.4. Dependencla ¥y tolerancia
Algunos investigadores han mostrado que el diazepam

no produce adiccidn 130}, otres, que la ingestdn crénica de

dosis terapéuticas empleadas en la préctica clfnica, no
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origina dependencia fisica (24). No obstante, hay
evidencias que demuestran que el diazepam, siendo un
tranquilizante menor tiene la propiedad de causar adicecién
(31,32}.

Maletzky y colaboradoreg {31} publicarcn con
respecto a la adiccidn ansiolitica del diazepam, que se
puade presentar el problema de adiccién, debido en primer
lugar, a la necesidad de una administracién crdnica para
llegar a controlar los estados de ansiedad; ya que de un
total de 24 pacientes expuestos al farmaco, 22 de ellos
regultaron incapaces de renunciar a él.

Por otra parte, se ha determinado que dosis elevadas
de diazepam (80 a 100 mg) administradas diariamente durante
varios meses, origind dependencia fisica en pacientes
psiquidtricos (24).

La tolerancis farmaccldégica es un estado de
disminucién en la respuesta hacia los efectos de un férmaco
debido a una exposicidn previa a este en el organismo {33),

Se ha publicado, que en hombres jévenes y ancianos,
se puede desarrollar tolerancia despuéds de admihistraciones
continuas de fArmaco {34). Frey (35) observé que con dosis
intravenosas de diazepam de 0.25 a 0.50 mg/kegs3 veces al
dia durante 15 dias, se desarrolld tolerancia al efecto

anticonvulsivante en perros; una vez que se alcanzd el



estado estacionario en las concentraciones plasmaticas de
diazepam y sus metabolitos, estas se mantuvieron
inalteradas durante el estudio, sin embargo, se observd una
disminucién en el efecto farmacoldgico.

Existen algunas hipotesis orientadas a explicar el
mecanismo de esta tolerancia.

Algunos investigadores han propuesto que el diazepan
puede inducir su propio metabelismo (36-39};, provocando unha
eliminaciédn mayor conforme el organismo se expone al
f&rmaco; sin embargo, no se han encontrado evidencias
claras que soporten esta hipdtesis (seccidén 2.2.3.)

(40,41) .

otro meéanismo propuesto por Barnpett y Fiore,
descrito por Frey {3%) para explicar la tolerancia hacla
este fdrmaco es que durante la administracién crdnica se
producen cantidades considerables del metabolito
desmetildiazepam, el cual puede desplazar al farmaco
inalterado de su receptor farmacolégico, va que tiene una
afinidad alta hacia este, pero una potencia menor, por lo
que se observa una respuesta biolégica disminuida,

Por otra parte, se ha publicado 135) una unidén
disminuida de la benzodiazepina dependiente de la dosis en
cultivos celulares de corteza cerebral expuestos a diazepam

diazepam durante 10 dfas.
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Se han realizado algunas investigacioneé para
determinar si existe alguna alteracién en el sitio de unién
y nimero de receptores farmacoldégicos de diazepam que
pudieran provocar tolerancia después de administraciones
erdnicas del fdrmace, sin embargo, los resultados

publicados son contradictorioes {(22).

2.1.5. Sindrome de abstinencia

El s{ndrone de abstinencia pe origina al interrumpir
el diazepam después de dosis elevadas o por
administraciones durante un periodo prolongado (3). La
suspensién ocasiona el volver a las condiciones previas al
tratamiento o alin peor, los estados de ansiedad son mayores
a los padecimientos antes de la administracién, esto puede
entenderse como un efecto de rebote incrementado.

En el caso de paclentes psicéticos, se ha observado,
que durante la abstinencia se presentan crisis convulsivas,
y posteriormente, se desarrolla epilepsia de gran mal.
Entonces, la dependencia psiquica se ve reforzada por una
dependencia fisica. En la tabla Z.4. se presentan los
principales sintomas de abstinencia de diazepam, en un
eatudio realizado con Z4 personas por Maletzky y Kloter

131), después de dosis elevadas o por haberse administrado
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durante largo tiempo.

Tabla 2.4. Sintomas de abstinencia en humanos (24

pacientes) causados por diazepanm.

Sintoma Frecuencia
Ansiedad 23 o5
Agitaciédn 18 75
Insomnio 14 56
Temblor 10 42
Diaforesis 7 29
Dolor 6 25
Depresidn 4 17
Pesadillas 4 17
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2.2. Aspectos Faramcoclnédticos
2.2.1. Absorcién

Se ha publicado en la literatura, que después de una
administracién oral, el diazapam es cuantitativa y
répldamente absorbido en el tracto gastrointestinal (10).
En algunos estudios (42) con voluntarics sanos, se calculéd
la absorcidn oral en relacifén a una administracién
intravenosa, obteniendo valores del 90 al 97%, alcanzindose
la concentraciéon plasmitica mAxima en un intervalo de L a
1.5 horas, con una constante de absorcién de 1.92 h -1
(t¥ = 22 minutos). MAs tarde, Eatman y colaboradores (43)
informaron que en Bu estudlio con & hombres sancos de peso
promedio de 70 kg vy 26 afios de edad, se obtuvo una
conetante de absorcidn de 1.3% rfltt& = 32 minutos) en
una administracién oral del farmaco, siendo el valor de la
conetante independiente de la dosis (5 a 15 mg).

Clinicamente se ha obgservado, que a pacientes a
quienes se les ha administrado diazepam oralmente presentan
mayor sedacidén durante los primeros 90 minutos que cuando
Be les administra el firmaco intramuscularmente. assaff y
colaboradores (44} evaluaron las dos vias de administracidn

en 97 pacientes hospitalizados, utilizando 10 mg de
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principio activo y cuantificindolo posteriormente, a
diferentes tiempos; los resultados se pueden observar en la
tabla 2.5., de manera general, estos investigadores
encontraron que la via oral presenta mejor abseorcién que la
intramuscular, ya que eh esta Ultima intervienen algunos
factores como el ejercicio y el misculo donde se deposita
la dosis.

Similarmente, en voluntariocs sanos, se ha observado
absof&ién pobre e irregular después de la administracidn
intramuscular, ya que se alcanzan hiveles plasméticos de
diazepan del 60% de los encontrados después de una oral,
corrobordndose, al igual que en pacientes hospitalizados,
que la variacidn aes en la absorcidén, y esta depende de la
tdcnica y sitio de inveceidn (10,45). Asimismo, Morselli
{12) obtuvo un tiempo para alcanzar la concentracidn
plasmitica méxima del fdrmaco en nifios de 15 a 30 minutos y
de 30 a 40 minutos después de una édministracién oral e
intramuscular, respectivamente.

Por otra parte, en investigaciones realizadas con
supositorion, se informd que existe una absorcidn lenta
erritica e incompleta siendo del 50% con respecto a una
administracién oral (10); por lo que se limita a utilizar
las vias intramuscular y rectal solo en casos clinicos

Justificados.
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Tabla 2.5. Concentracién plasmidtica media despuds de una

dosis de 10 mg de diazepam (n =

97 pacientes)

Nimero de Administracién Tiempo
pacientes (minutos)
15 30 60 90
40 oral 75 100 208 117
10 intramuscular 96 105 110 100
(gldteo)
33 intramuscular 80 110 152 149
(muslo}
10 intramuscular 214 284 272 243

{muslo vy ejer-
cicio)

Mandelli y colaboradores (10) publicaron que existen

diferencias entre la concentracién plesmética maxima y el

tmdx después de una adainisetracién oral del fArmaco entre

grupos de individuos de diferentes edades; en la figura

2.1. se muestras los perfiles de concentracidén plasmAtica-

tiempo de diazepanm para niflos, adultos y ancianos obtenidos

por estos investigadores.
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Figura 2.1. Niveles sanguinecs de diazebam en ninos,
adultos y ancianos despues de una administracidén oral
simple (0.25 mg/kg). ~—*— Nifios (0.3 a 4 afos};

—%*=  adultos (17 a 59 afos) ¥ —d— Ancianos (60 a 8v

afios} .

En un estudio efectuado por Rutherford {46) con 36
voluntarios de edad entre 29 y 72 aflos, se encontrd que la
concentracién plasmitica de diazepam Be ve disminuida en
anciancs con respecto a voluntarios jovenes, despuds de una
dosis de fdrmaco, este hallazgo se atribuyd a una absorcidn
pobre en el grupo de‘edad avanzada, sin embarge, existe la
peeibilidad de que el cambio en el volumen de distribucién
pueda contribuir a que se manifiesten estas diferencias

(seccidén 2.2.2.).
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Asimismo, al comparar la absorciédn oral en ancianos
con respecto a jdévenes, Wiles (47) utilizéd una formulacidn
de liberacién prolongada contenlendo 15 mg de diazepam; las
concentraciones plasméAticas del fArmaco observadas en el
grupo de ancianos fueron siempre mds bajas que las

encontradas en jévenes.

2.2.2, Distribucién

Se ha observado en el hombre, que el diazepam sigue
un modelo abierto de dos y tres compartimientos
(37,42,43,48,49), Este férmaco‘ae distribuye ampliamente en
todos los tejidos del cuerpo. En una investigacién
realizada por Schawrtz (50) para estudiar la distribucién
de diazepam en ratas, se administré por via intraperitoneal
al fadrmaco marcade radioactivamente, una hora despuds se
encontrd que la relacidn de concentraciones tejido/plasma
fue mayor de 1.0 en todos los tejidos excepto cerebro; la
concentracién mas alta se observéd en higado, seguido por la
grasa peri-renal v rifidén; durante la administracién crénica
el fdrmaco se acumula preferentemente en tejides ricos en
lipidos (3).

El diazepanm es un fArmaco que se une ampliamente a

protefnas plasmiticas; segin la técnica que se utilice para
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-gu determinacién, se ha publicado que su unidn a albdmina
es de 96.8 a 98.6% (10), siendo independiente en el
intervalo de concentracién de 0.2 a 16 pg/ml (48,51). En la
tabla 2.6, se muestra el % de unidn de diazepam y suS
metabolitos a proteinas plasmiticas y séricas encontradas

por Gordon (52).

Tabla 2.6, % de fdrmaco unido a protefnas utilizando

didlisis al equilibrio,

% de uniédn en % de unién en
plasma BUero
Diazepam 98.3 96,8
Desgmetildiazepam 95.3 96,6
Oxazepan 35.7 -

El % de fArmaco libre en circulacidén sanguinea
depende de algunos factores. Routledge {53) estudid la
unién a proteinas en voluntarios sanos para observar la
influencia del sexo sobre el % de diazepam libre en el

plasma, encontrando que para mujeres que tomaban
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anticonceptivos orales, el % de f&rmaco libre fue de
1,99 £ 0.34%, en nujeres gque no recibian ningin medicamento
1.67 £ 0.347% v en hombres 1.46 + 0.12%, En todos los
sujetos participantes, el cociente farmaco unido/farmaco
libre fue inversamente relacionado al logaritmo de Acidos
grasos no esterificados en plasma v directamente
relacionado a la concentracién de albimina plasmatica;
asimismo, en una investigacidén realizada posteriormente
{S4) con el mismo objetiveo, se llegd al mismo resultado, va
que se observd un % de fArmaco libre de 1.46% y 1.64% en
hombres y mujeres respectivamente menores de 30 afios y de
1.81% v 2.05% para hombres y mujeres méyores de 6% afios,
5in embargo., Ochs y colaboradores (49) no encontraron
diferencias significativas en el % de farmaco libre en
mujeres {1.06) y hombres (1.26) de edad entre 20 y 33 aifios.
Con respecto a la influencia de la edad sobre el %
de unién de diazepam en proteinas plasmAticas existen
resultados contradictorios; en la tabla 2.7. se muestran
Yos datos publicados por diferentes autores (155} en la
cual, se puede observar la varilabilidad de los resultados
encontrados; Swift (56) trabajande con 2 grupos: jévenes
{edad 19 a 26 ahos) y ancianos (66 a 78 aflios) notd una
correlacién significativa entre la fraccidn libre vy la

edad, sin embargo, Allin en 1984 (55) no detectéd
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Tabla 2.7. Efecto de la edad sobre el % de unibn de diazepam & protefnes plasmitices,

INVESTIGADOR

SUJETOS

(No./tipo/sexc/edad)

CAMBIOD EN EL X

DE FARMACO LIBRE

COMENTARIOS

Klotz (1975)

Abel (1979)

Johmson (1979}

338: 27H/6M, 15-82

1035: 19-70

208 25-86

Greenblatt (1980) 445: ]1H 23-37

11H 63=76
11M 21-32
11M 61-84

inalterado

aumenta

" inalterado

aumenta en mujeres

inalterado en hombres

correlacifn de alblimina con
la edad r=-0,28, p<0.01

en el estudio solo 6 eran
ancianos

correlacibn entre alblmina y
la edad: r==-0.36, p<0. 05;
cortvelacién entre X FL con
albGmina: r==0.25, p>0.1

Abreviaturas: l=hombre, M=mujer, S=voluntarios sanca, Pwpaciente y X FL=f&rmaco libre;

la edad estf expresada en anos.
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Tabls 2.7. (continuacibn) Efecto de la edad sobre el % de unién de diazepam a protefnas plasmiticaa.

INVESTIGADOR

SUJETOS

(No./tipo/edad/sexo)

CAMBIO EN EL Z

DE FARMACO LIBRE

COMENTARIOS

Macklon (1980)

Allen (1981)

Ochs (1981)

Davis (1935)

45/15P:12M/7H, 18-95

6253 191
1M
20
134

405/P:

22-4)
62-76
20-38
61-85

270 20-91
134 21-33

635: 34294 18-B8

aumenta

aumenta en mujeres
inalterade en hombres
inalterada

disminuido

correlacibn entre alblimina y
edad: r=-0,86, Los pacientes
estaban souetidoa a gastroscopla

todos los ancianos eran
hombres .




diferencias en el % libre entre hombres jévenes {1.44%) v
ancianos (1.59%), pero si en mujeres anclanas (1.54%) con
respecto a mujeres jdvenes (1,39%;,

En feto y en nifios recién nacidos se ha encontradoe
una fraccién del fArmaco libre del 16% (10).

Por lo anteriormente expuesto, no se puede aseverar
que la edad sea un factor que influya en la unién del
fArmaco a proteinas plasmiticas.

Por otra parte, no se han observado (54) diferencias
en la un;én a proteinas del diazepam entre fumadores 8
cigarros/dia) ¥y no fumadores, siendo estos voluntarios
sanos menores de 30 afos.

Con resﬁecto a la unién de diazepam a alblmina, se
han encontrado: 1 (57) v 2 (52,58,59) clases de sitios
de unidn; en la tabla 2.8. aparecen el nimero de sitios de
cada clase de unién, asi como la constante de asociacién
fArmaco-proteina para diazepam y sus metabolitos
principales.

El desmetildiazepam y el oxazepam se unen en menor
extensién a albdmina que diazepam, sin embarge, el farmaco
es desplazadoc en presencia de sus metabolitos y la Ka de
diazepam y el nimero de sitios de unién, en ambos casos se
reduce significativamente; el mismo desplazamiento ocurre

cuando el principio activo se encuentra en presencla de
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Tabla 2.8. Constantes de afinidad y nfimero de sitios de unién para diszepam y sus metabolitos publicades

por diferentes autores, Ka (H-l Y.

COMPUESTO n Ka(l) n Ka{2) METODO REFERENCIA
Diazepanm 4.9 X 10 Filtracibn en gel (57)
Diazepam 3.9 105 . Ultrafiltracibn (57)
Diazepam 1.8 % llil5 Hicropartfcula (57)
Diazepam 2.5 X 105 Difilieis {57}
Diazepam  1.00 5. X100 2.00 2.2 x 10° Diflisis (59)
Diazepan 0,90 9.5 X 10°  5.30 19 % 10° Diflists (52)
Desmetildzp 0.9 4.4 X 10° 4,60 4 X 107 Dif1isls (52)

Oxazepam a.70 6,5 X 10 6.30 .39 X 13 Difilisis (52)




dcido palmitico u oléico, y en general,'con dcidos grasos y
triglicéridos (69), Ni el 4cido drico, ni la bilirrubina
alteran la unién de diazepam a albimina (52,60). Por otra
parte, no se han encontrade diferencias en términos de la
constante de afinidad y sitios de unién para diazepam entre
sangre de nifio v adulto (1i2).

Marruyama y colaboradores (58) caracterizaron que
una parte del sitio de unidén de diazepam a albimina esté
localizada en un fragmento de la proteina resistente a
tripsina (residucs 182-585) ya que este es capaz de unir.al
férmaco, aunque la afinidad es muy débil, asimismo, estos
investigadores postularon que tirosina-411 en albumina
forma parte dei sitio de diazepam, ya que se observa una
reduccidn pronunciada de la uniédn del farmaco después de su
modificacién selectiva con tetranitrometano,

Después de la administracién oral de la misna dosis
de diazepam a un grupo de individuos, se ha detectado que
existe gran variacién interindividual en la concentracién
plasmdtica del férmaco; en la figura 2.2. se muestra una
grifica de barras encontrada por Garattinni (10,561) en la
gque Be puede notar una gran diepersién en los niveles de
estas benzodiazepinas a los 180 minutos después de sU
administracidn, Este hallazgo se ha atribuido a que existen

grandes diferencias en el volumen de distribucidn de este
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Concentracién {ng/ml)

Figura 2.2.
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Ndmero de pacientes

Niveles sanguineos de diazepam 180 minutos

después de la administracién oral de 15 mg del farmaco en

hombres y mujeres sanos.

farmaco en el organismo, ya que se ha encontrado para el

volumen del compartimiento central valores de 1,6 a 3.2

1/keg en individuos sanos de 25 a 43 afios (42).

La edad, el sexo y algunas enfermedades hepidticas

son factores que se han encontrado que afectan el volumen

de distribucién del diazepan.




El volumen del compartimiento ceﬁtral V1) y el de
distribucién durante el estado estaciocnarioc (VAEE) han
mostrado tener una dependencia significativa (lineal) con
la edad (10,11,47,49,57) en el intervalo de 15 a 8% ahos,
debido a los cambios en la composicidn corporal que sufre
el organiemo al envejecer, ya que al acumularse tejido
adiposo y disminuir la masa muscular, este fidrmaco dada su
liposoluybilidad tiende a permanecer mayor tiempo en los
lipidos del organismo y aBi alterar su dispesicién; por
otra parte, se ha encontrado que la alb@mina sérica tiende
a disminuir con la edad (49,54,62} la concentracidén de esta
proteina en sujetes de 80 afios, es aproximadamente 20%
menor que en sﬁjetos de 20 afios.

Swift y colaboradores (56; al comparar un grupo de
12 jévenes (19 a 26 afos de edad) con otro formade por 12
ancianos (edad 66 a 78 aiios) encontraron diferencia
estadisticamente significativa en la concentracidn
plasmitica madxima de diazepam (261.72 % 30.59 ngsml contra
161.5 % 18.4 ng/ml, respectivamente) y el Area bajo la
curva concentracidn plasmidtica-tiempo (1982 * 156 ng/ml/zh
contra 1227 & 116 ngsml/h, respectivamente). Asimismo, se
ha observado diferencia en el volumen de distribucién en
recién nacidos vy nifios (1.3 a 2.6 1/Kg) con respecto a

adultos (1.6 a 3.2 1lskg) (12).

35



For otra parte, Ochs (59) estudié a 71 veluntarios
{34 mujeres y 37 hombres} entre 21 a 33 aflos conh el objeto
de establecer si existen diferencias en el volumen de
distribucién de diazepam con respecto al sexo; a quienes
les administré intravenosamente 10 mg del farmaco, los
resultados mostraron un volumen de dietribucidén mayor en
mujeres {1.87 1/kg) que en hombres (1.34 l/kg); al realizar
el célculo del volumen de distribucién del férmaco libre,
los resultados fueron consistentes ya que se obtuvieron
valores de 103 l/kg ¥ 179 1l/kg para hombres y mujeres
respectivamente.

Las enfermedades hepAticas pueden provocar cambios
importantes en la cinética de diazepam, ya que es probable
que'ae presenten algunas alteraciones: a) acumulacibén de
algunas sustancias que cowmpiten por los sitios de unién del
fArmaco en proteinas, b) exista disminucidn en la cantidad
de proteinas plasmaticas y ¢) disminuya la actividad
enzimhtica del higado (62). En investigaciones realizadas
(11) con enfermos de cirrosis hepAtica y hepatitis viral
(crénice y aguda) se encontrd que no hay diferencia
significativa en el Vi pero si en el VAEE (1.74 t 0.21 en
enfermosg, contra 1.13 t (.28 l/kg en sujetos normales).

Existen algunos trabajos publicados (39,63} en los

cuales gse ha estudiado el comportamiento cindtico de
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diazepam en pacientes alcohdlicos. En géneral. se detectd,
que las concentraciones plasmdticas del férmaco en estos
pacientes Biempre eran menores que los encontrados e&n
Bujetos normales después de una administracidn oral e
intravenosa, Bin embargo, no se registraron cambios en la
concentracidén plasmdtica de desmetildiazepam; por los
hallazgos anteriores se ha propuesto que existe un aumento
en el volumen de distribucién del farmaco en los pacientes
alcohdlicoes,

Después de 1 a & semanas de tratahiento con’
diazepam, se ha detectade que la CpEE disminuye con
respecto a la CpEE inicial, debido a una acumulacién del
fArmaco en eri£rocitos después de 11 semanas (64). 5in
embargo, se ha encontrado una relacién lineal (r = 0.9484)
entre el VAEE y la dosis diaria en 25 pacientes que
tomaban este principio activo a dosis de 5 a 20 mgsdia
{61).

En un estudio desarrollado por Abernetty y
colaboradores (55} se obeervd que el metabolito principal
de diazepam (desmetildiazepam) no tiene influencia sobre el
volumen de distribucién del fdrmaco inalterado, ya que el
valor de este pardmetro se mantuvo constante antes 11.26
1/kg) v después {1.32 l/kg) de la administracién crénica de

clordiazepdxido (proférmaco de desmetildiazepam) en &
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voluntarios sanos a los cuales se les administfb 10 mg de

diazepanm intravenosamente.

El paso de plasma hacia el li{quido cefalorraquideo,
corresponde a la fraccién libre de diazepam (2 a 3%} y de
su metabolito principal {1 a «%). En un régimen de
dosificacién prolongado (15 a 30 mgrdia durante algunos
meses }, no se observa cambio en la concentracién de
diazepam en liquido cefalorraquideo, pero es acompaiado de
una acumulacién significativa de desmetildiazepam en este

flufdo bioldgico (30.9% del nivel plasmitico) (10).

Cerebro

En un estudio realizado (10} con respecto a la
cinética de diazepam y sus metabolitos en cerebro de gatos,
ge observd una fase de distribucidén rédpida en la materia
gris v una fage larga de acumulacién del fArmaco y sus
metabolitos en la materia blanca iesta zona es rica en
lipidos). Esta acumulacién es mds marcada después de dosis
repetidas del fédrmaco. Arendt (656} encontré que la
desaparicidn de esta benzodiazepina del sistema nervioso
central es paralela con la desaparicidn del compuesto en

el plasma de gatos, asimismo, determind un cociente de
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concentraciones SNC/plasma de (.12,

Rahman (57) examind los cambios en los niveles de
diazepam y sus metabolitos en el cerebro, asociados con la
edad en ratas macho Fisher jévenes (3 a 4 meses), maduros
(12 a 15 memes) y viejos (29 a 31 meses), a los cuales se
les administré una dosis intravenosa de 180 pgrkg de peso.
El 4rea bajo la curva (ABC} del fdrmaco y sus netabolitos
de 0 & 60 minutos ¥y ¢ a 120 minutos en cerebro fueron
mayores en las ratas ancianas que en los otros dos grupos:
algunor valores encontrados en este estudio se muestran én

la tabla 2.9.

Tabla 2.9. ABC de 0 a 120 minutos (kgs/mins/g} en cerebro de
ratas viejas, maduras y jévenes despuds de una

adninistracién de 180 ugske.

Conpartimiento Promedio % desviacién estdndar

Viejos Maduros Jévenes
Cerabro {n=5) 12.31190.66 8.5620.48(b) 5.75%0.49(b,c)
% farmaco libre 2.83+0.26 2.08%0,35 2.51%0.40

b = diferencia con respecto a ratas viejas, ¢ = diferencia

significativa con respecto a ratas maduras (p<0.01).
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Tejido adipose

Se cuantificé diazepam en tejido adiposo después de
una administracién intravenosa de 10 mg a 2 pacientes,
encontrdndose a los 30 minutos una concentracidn de 300 y
345 ng/g de tejido adiposo, asi como 200 y 239 ng/g a los

60 minutos (10).

Saliva

Después de la administracidén oral de 0.14 mgskg de
diazepam a 5 voluntarios sanos (24 a 33 aflios), se
colectaron muestras de sangre y Baliva (67}, las gréaficas
de concentracién plasmAtica contra tiemnpo, determinadas
para los dos fluidos no fueron correspondientes, la
relacién de concentraciones saliva/plasma fue
significativamente dependiente del tiempo (tmdx en saliva =
100 minutos, tmAx en plasma = 60 minutos); este hallazgo se
comprobd posteriormente, (51) donde para una administracién
de diazepam, ne se encontrd una relacién lineal al hacer
un ajuste de minimos cuadrades a las variables:
concentracidn plasmAdtica - concentracién salival (r = 0.8%,
n = a4y 6 voluntarice), sin embargo, con una administracién
crénica del farmace, si se presenta una relacién lineal
entre ellas (r = 0.99, n = 27). Gier y colaboradores (68}

encontraron un r = 0,96 entre los niveles de diazepam en
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saliva y plasma para 1& voluntarios desbués de 2.5 2 3
horas de la administracién del fdrmaco iconcentracidn
salival/concentracidn plasmatica = 0.17), asimismo,
observaron que después de este tiempo (en el cual ya ge ha
alcanzado el equilibrio, las curvas de concentracién

plasmitica y salival son paralelas}.
Barrera placentaria

Este fArmaco puede atravesar fdcilmente ila barrera

placentaria (meccidén 2.2.4.)
2.2.3, Eliminacidén

La via principal de eliminacidén del diazepam es el
metabolismo, en la figura 2.3, se puestran los metabolitos
del fidrmaco; el diazepam sufre una desmetilacién {50) con
la formacién de N-desnetildiazepam y una hidroxilacidén con
la formacion de N-metiloxazepam, el primero es hidroxilado
y el segundo subsecuentemente desmetilado para convertirse
en oxazepam y glucurdnidos, los cuales son principalmente
excretados en orina. Los metabolitos del diazepam poseen
actividad farmacoldgica 13}. En hombre, después de una
administracién de 10 mg del principio active me recobra el

70% de la dosis en orina y 10% en heces 50).
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Figura 2,3. V{a metabblica de diazepan.
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En upa investigacidn realizada pér Kanto (6%; se
determinaron los niveles plasmdticos y urinarios de
diazepam y sus metabolitos después de una dosis terapéutica
en nifos y adultos para compararlos con pacientes
intoxicados, a fin de conocer el efecto de la dosis en el
metabolismo y excrecidén del férmaco. En adultos manos de 31
t 4 afios el metabolito principal encontrado en suero,
plagma o sangre fue el desmetildiazepam y a las 24 horas
después de una dosis de 5 mg del faArmaco, se excretd el
12.87% de la dogis en orina, de la cual 12.7% correépondid a
desmetildiazepam conjugado y el 87.27% de oxazepam
conjugado. Brandt (10} al estudiar a diazepam y s5us
metabolitos enlindividuos ganos se encontré que existe una
gran varilacidn interindividual en la relacién plasmatica
diazepam/desmetildiazepam la cual varfa de G.21 a 1.7.

En nifios prematuros y recidén nacidos (69} el
desmetildiazepam es el metabolito principal en orina {(esto
Be debe a la baja capacidad de hidroxilacidn al nacer). En
nifos de 2 a & anfos de edad, después de una dosis oral
Unica de diazepam de 0.5 a 10 mg, el compuesto principal
eliminado en orina fue oxazepam conjugado (57.4%),
slguiendo en importancia el desmetilidiazepam conjugado
(38.2%), metiloxazepam (3%} y diazepam (1.4%). Un promedio

del 11% de la dosis del férmaco fue excretadoc en orina las



primerars Z4& horas.

El principal componente del plasma en log pacientes
intoxicados (569) fue diazepam inalterado, después
desmetildiazepam v cantidades Bignificativas de oxazepam y
desmatildiazepan conjugado, la excrecidn diaria fue del
71.6% de la dosis administrada, siendo para los metabolitos
conjugados: 62.3% de oxazepam, desmetildiazepam 28%,
metiloxazepam 9.3% ¥y 0.4% de diazepam.

Por las observaciones anteriores, Kanto y
colaboradores 169) concluyveron que la dosis de diazepam
administrada a humanos tiene efecto sobre la cantidad de
sus metabolitos en plasma y orina.

En algunos trabajos publicados, se ha propuesto que
el diazepam puede ser un inductor enzimidtico vy estimular su
propio metabeolismo (36-38}, lo que puede explicar la
tolerancia de algunos pacientes y el sindrome de
abestinencia observado. Sin embargo, en ia literatura
existen resultados conflictives con respecto a este tema.
En un estudio desarrocllado por Martti (39) se comparé a
este fdrmaco con 2 compuestos estimulantes del metabolismo
(fenobarbital y 3,4 benzopireno} en ratas; estos animales
gse trataron previamente durante 6 difas con cada f4rmaco, se
decapitaron y se les extrajo el higado, los resultados se

muestran en la tabla 2.10.; el diazepam no tuvo efecto
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gobre el contenido de citocromo P4S50 ni.induccién en su
propic metabolismo.
For otra parte, (40) al comparar la actividad in

vivo e in vitro, para conocer sl induce el metabolismo de

otros fArmacos tomando como substratos a p-nitrofencl,

anilina y amincpirina, se observé que el diazepam aumentd

Tabla 2.10, Efecto del tratamiento de diazepam,
fenobarbital y 3,4 benzopireno Bobre el metabolismp de

diazepam y citocromo P450 en microsomas hepdticos de rata,

Grupo Contenido de cit. Substratos y metabolitos
P450 (nmol/g higado} recobradoe después de la

incubacidén (nmol}

D MO DD
Control 8.3%1.6 28.120.6 2.940.6 2,810.86
Diazepam 7.5%0.8 28.310.7 2.910.5 2.5%0.5
Fenob. 19.1+3 .4 14,.9%1,5% 10.4%2,2* B8.,311.9*
Benzop. 10.6%3.6 29.610.7 2.8%0.4 2,320.3

Valores promedio * desviacidn estandar, * = p¢0.001,

D = diazepam, MO = metiloxazepam y DD = desmetildiazepam.

45



la zctividad de las enzimas metabolizadoras niérosomnles en
loa 2 casos.

Igari y colaboradores (41) evaluaron los pardmetros
enzimidticos hepdticos y extrahepdticos de dlazepam en rata,
ellos trabajaron in vitro con fracciones microscmales de
rifdn, pulmén e higado y calcularon la constante de
Michellis-Menten (Km), la velocidad maxima {(Vmax) asif como
la depuracién de cada 4rgano, los resultados encontrados se
muestran en la tabla 2.11.; en la cual se puede observar
gue la contribucién mé&s importante a la depuracién corporal
es la que aporta el higado seguida por el riidén y después
por el pulmén.

Al investigar el efecto de la upién de diazepam a
proteinas plasmiticas sobre el coclente de extraccidn
hepidtico, Rouwland {(70) detectd que este valor dismipuye
considerablemente conforme al grado en gque la unidén a
de higado perfundido de rata, como se puede observar en la
figura 2.4. En hombre, la extensién de la unidn de
diazepam a proteinas plasmiticas es el determinante més
importante de la disposicién del fdrmaco y limitante en la
depuracién plasmética (10,48) debido a que la uniébn a
proteinas juega un papel muy importante en el metabolismo
de este principio activo y la depuracién hepAtica es

independiente del flujo sanguineo hepdtico.
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Tabla 2.11. Parédmetros enzimiticcs para el metabolismo de

diazepam por microsomas de higado, pulmén y rifdén de rata.

Parimetro Urgano
Higado Rifdn Pulmén
Km (ug/ml) 0,409 0,198 0,343
Vmax 125.0 18.5 27.8

ugs/min/sg pro-
teina microsomal

Vmax 6,08 0,33 0.26
pe/mins/g de
érgano

Cl intrinseca 14,87 1.68 0.76
{ml/min/g de .
érgano

Cl corp. 8.95 0.22 0.10
ml/mins0.25
kg de rata

Existen grandes variaciones interindividuales en la
eliminacién de este fArmaco, el tiempo de vida media
bioldgica en individuos Banoe se ha encontrado entre 26 a
65 horas 110,11,42,71) siendo este pardmetro dependiente de
la edad, enfermedades hepAticas y obesidad. Asinmismo, se ha

encontrado que la depuraciédn plasmdtica de diazepam es de
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20 a 50 ml/min para individuos sanos (48); esté parédmetro
eB independiente de la edad (10,12), ya que se observa que
no hay diferencia en un intervale de 15 a 82 afos.

El tiempo de vida media se ve afectado por la edad
de los pacientes (51); en nifios prematuros se han observado
valores de 40 a 400 horas, este valor se encuentra
estrechamente relacionado al grado de maduracién de la
actividad metabdlica; en recién nacidos de 20 a 50 horas;

en infantes de 8 a 14 horas; adultos de 26 a 65 horas y
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Fraccifn libre de diazepam

Flgura 2.4. Cociente de extracciédn hepitica de diazepanm
con respecto a la fraccién libre de farmaco observado en

preparaciones de hfgado de rata.

43



anclanos aproximadamente de 90 horas, aﬁ este dltimo grupo
se observa un aumente lineal del tiempo de vida media
con respecto a la edad.

La eliminacién no es dogis dependiente en el
intervalo de 5 a 15 mg debido a que no se detectan
diferencias en el tiempo de vida media ni en la depuracién
{48). Asimismo, después de una administracisn crénica de 13
dias con este fidrmaco, la constante de eliminacidén no se ve
afectada con respecto a la obtenida a una administracién
simple (42).

Abernetty y colaboradores (65) estudiaron la
influencia del desmetildiazepam, sobre el comportamiento
farmacocinétic& del diazepam en 6 voluntarios sanos a
quienes les administraron por via intravenosa 10 mg del
firmaco, antes y después de una administracién crénica del
clorQiazepbxido {profdrmaco de desnmetildiazepam), los
resultados mostraron que el tiempo de vida media y la
depuracidn de esta benzodiazepina se mantuvieron -
inalterados, por lo que concluyeron que el metabolito no
tiene influencia en la eliminacién del férmaco inalterado
(td = 44.9 ¢ 9,7 contra 43.3 t 5.3 horas en el grupo
control; Cl = 0.394 % (,055 contra ¢.364 % 0.048 ml/min/kg
en el grupo control).

Las enfermedades hepédticas inducen alteraciones en
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la eliminacidn de diazepam, en algunos trabajos publicados
{10,11) se ha encontrade un valor de t¥ de 79.1 a 132.6
horas en casos de cirrosis, de 47.8 a 129.2 horas en
hepatitis viral aguda y de 30 a 187 horas en enfermedades
biliares. En pacientes cirréticos la unién a proteinas se
ve disminuida (95.3 a 97.8%), el volumen de distribucién
aumenta y la depuracién plasmatica disminuye; por otra
parte, en ellos hay un retardo en la aparicién de
desmetildiazepam en plasma. Se ha observado (11), que
después de recobrarse de hepatitis viral aguda, la t¥ en
estoe pacientes llega a valores normalee.

No se ha encontrado correlacién estadf{stica entre la
t+ de diazepam o la depuracién plasmAtica con pruebas de
funcionamiento hepdtico en pacientes con cirrosis
alcohélica y con hepatitis viral (11), por lo que las
pruebas bioquimicas de rutina no pueden funcionar como
predictoras en la t4 de este férmaco,

El sexo tiene influencia sobre la depuracidén del
fdrmaco libre, se han determinado (49) valores de 40.2 y
€0.0 ml/min para hombres y mujeres sancs respectivamente,
sin embargo, no 8e ha visto diferencia en la t¥ de
eliminacién con respecto a los dos sexos.

En un estudio (72) en el cual participaron

voluntarios obesos (105.4 kg} se observé que existen
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cambios en la t# con respecto a sujetos normales (66.5
kg} debido a un aumento en el volumen de digtribucién del
fArmaco, sin embargo, la depuracidn no se ve efectada por
este factor.

l.os derivados conjugados del grupo de las
benzodiazepinas hidroxiladas poseen un pesoc molecular alto,
lo que las hace ser candidatas a excretarse en bilis.,

Linnoila (73) en su investigacién con voluntarios
sanos, encontrd picos secundarios en los perfiles
plasmiaticos del farmaco después de una comida rica‘en
grasas, proponiendo que existe una circulaciédn
enterchepidtica; sin embargo, en estudios realizados en
ratag, a las cdales se les obstruyd el conducto biliar, se
encontrd que no exist{a esta recirculacién (48). Despuds de
la adwinistracién intravenosa de 5 mg de diazepam a ratas,
cuyos y ratones, se determind la eliminacidn de
desmetiloxazepam v oxazepam en bilis durante 3 horas. Los
resultados obtenidos en esta investigacidn realizada por
Bertagni (74} se muestran en la tabla 2.12. en la que se
puede cbservar que esta via de excrecién es mas importante
en ratén que en las otras especies estudiadas.

Similarmente, después de la administracidén
intravenosa de 0.1 mg/kg de diazepam, Klotz (11} colectd

bilis cada & horae durante 3 dfas en voluntarios con
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funcién hepAtica normal y encontréd el 0.3% de la dosis en
este periodo de tiempo; en una investigacioén posterior
{75), se determind que los metabolites principales en bilis

son desmetildiazepam (74% en forma conjugada) y oxazepam.

Tabla 2.12, % de la doeis de diazepam administrado a
diferentes especies excretado en bilis (* desviacién

esténdar) n = 4.

Rata Cuyo Ratén

Metiloxazepam - - -

Oxazepam - 3.0%0.8 13.1%1.9

otra via de excrecién de diazepam es la léche (761},
durante una adeinistracidn crénica, la relacién de
concentraciones de diazepam leche/plasma durante el estado
estacionario se ha encontrado de 0.20 a 0.19 ¥y para

desmetildiazepam de 0.19 a 0.35, y niveles maximos en leche



de 43 ng/ml y 85 ng/ml para el diazepam y su metabolito
principal respectivamente. No se ha detectado oxazepam en

este fluldo biolégico.
2.2.4, Farmacocinética durante el embarazo

El diazepam en ocasiones se administra durante el
embarazo v el parto como ansiolftico y relajante muscular
(3), en esta etapa existen cambios fisiolégicos y
biocquimicos que alteran la cinética del fArmaco (77).

La transferencia de diazepam a través de la placenta
es mhs lenta al principic que al final del embarazo.
Erkkola.y colaﬁoradores {10) encontraron una relacié4n en
los niveles plasméticos feto-madre de 1.2 al inicio del
embarazo y de 1.8 a 2.0 en los Gltimes estados con una
dosis simple del farmaco, ¥ de 0.4 a 0.8 con dosis orales
repetidas (603.

La distribucién del compartimiento materno al fetal
es rdpido, se alcanzan concentraciones mayocres en el feto
que en la madre, ¥y en tratamientos prolongados provocan
acunulacién de diazepam y metabolitos en el feto (10,60).

Durante el embarazo, hay una elevacién marcada de la
fraccién libre del farmaco y desmetildiazepam con respecto

a muieres controles (96% contra 97.7R%, respectivamente}, el



% de fArmaco libre aumenta en ellas debido a qde aunentan
los niveles de acidos grasos y triglicéridos, el volumen
sanguineo se incrementa, en un 30 a 40% y la concentracién
plasmAtica de albimina dipminuye en un 20% (55); estos
cambios tienen como consecuencia alteraciones en la
disposicién del diazepam. Nation (77) reallzd una
investigacidn en 14 mujeres embarazadas a las cuales les
administrd intravencsamente 10 mg del principio activo, los
resultados mostraron un tiempo de vida media de eliminacidn
de 65 t 29 horas {(mayor que las mujeres control), una
depuracidn plasmética de 28 £ 9.6 ml/min, similar al grupo
control y un aumento considerable del volumen de
distribucidn.

El diazepam y sus metabolitos atraviesan ripidamente
la placenta, y las concentraciones plasmdticas del farmaco
y de cada uno de sus metabolitos en los nifies al nacer son
similares a los encontrados en el plasma de la madre (12},
Durante los primeros dias de nacimiento existe un aumento
en la conhcentracidn de 4cidos grasos libres en los bebés, v
por lo tanto, la fraccidén libre aumenta (60) ocasionando
efectos no deseables, tales como hipotonia, baja la
valoracién de Apgan, etc. (78). Por esta razdn no se
reconienda e) fdrmaco en mujeres lactantes, ya que se

excreta en leche materna ¥ el recién nacido no lo puede
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eliminar fAcilmente (79),

Se ha propuesto (10}, que los microsomas hepdticos
del feto humano pueden metabolizar diazepam a las 13
semanae de gestacién. Asimismo, se ha obsérvado (7?) una
diferencia en las concentraciones plasmidticas del diazepam
y del desmetildiazepam con respecto al cordén arteriovenosco
en el recién nacido, después de la administracién del
férmaco a la madre, sugiriendo que existe actividad
desmetilante en el feto, sin embargo, la reacciones de
hidroxilaeién y conjugacidén se encuentrﬁn disminuidas en.

los primeros dias de vida (12).
3. METODOS DE VALORACION EN FLUIDOS BIOLOGICOS

En la literatura se han publicado algunos métodos

analiticos para cuantificar diazepam en fluidos bioldgicos:

Método eapectrofotométrico

- Polarografia

Radioinmuncandlisis

Cromatografia en placa delgada

Cromatografia de gas - liquido

Cromatografia de liquidos de alta resolucién
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3,1. Andlisis Espectrofotométrico

Eata técnica fue desarrollada por De Silva en 1966
{80). Las muestras de sangre después de la adicién de una
solucidn amortiguadora pH = 7, se extraen 2 veces con dter
dietilico. La fase orgdnica se lava con una solucién de
NaOH. Por dltimo, el fdrmaco es extraido con una solucidn
de HCl y aesta se lee en un espectrofotémetro a una longitud
de onda a 240 nm. La eflciencia de esta extraccidén es de
90 t SR y es lineal en el intervalo de 1 a 10 ug de
diazepam por mililitro de sangre.

El método presenta algunas desventajas, La
concentraclén minima detectable en sangre fue de 0.3 a 0.5
ug/ml lo que limita sus uso sclo en casoB de intoxicacién
con este fArmaco o durante una administracién crdénica.

Por otra parte, la longitud de onda de mé&xinma
absorbancia para el diazepam, coincide con la de su
metabolito, lo que ocasiona que el método no gea
especifico.

El espectro de absorcién de los 2 compuestos, se puede

observar en la figura 2.5.

3.2. AanéAlisils Polarogriafico

Brook M. y colaboradores {81) desarrollaron un
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método el cual se basa en la determinacibn del potencial de
reduccidn del grupo 4-5 azometina de diazepam y Bus
metabolitoa., En la técnica, se realiza la extraccién
liquido - liquido de diazepam a partir de muestras
sanguineas previamente alcalinizadas con una mezcla de
benceno - cloruro de metileno (9:1). La fase orgénica se

evapora a sequedad y se reconstituye con 100 ul de metanol

— diazepan

— = ~desmetildiazepam

Ahsorbancia

1 . x i 5 i L
e i (1. e e e " 1 »a

longitud de onda (nm}

Figura 2.5. Espectro de absorcidn U.V. de diazepam ¥y
desmetildiazepam en HCl 2N; la concentracién es de 10

ug/ml.
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¥ 1.9 nt de sto4 0.01 N, Las muestras se analizan en un
polardgrafo equipado con un electrodo de gota de mercurioc
como electrodo indicador, un electrodo de calomel saturado
comno referencia y uno de platino como auxiliar; se utiliza
de electrolito soporte a Hy504 0.01 N vy
metoxipolietilenglicol 550 al 0.005%.

El potencial de reduccidén para diazepam y sus
metabolitos se muestran en la tabla 2.13. La resolucidn de
esta técnica no es buena; el % de recuperacién del farmaco
a partir de muestras sanguineas fue del 75 al B85% para las
benzodiazepinas estudiadas, excepto para el oxazepam que

fue del 25%.

Tabla 2.13. Potencial de reduccién de diazepan ¥y

netabolites en H,50, 0.01 N {con metoxipolietilenglicel S50

al 0.05%}.
Compuesto Ep
Cs = Ng
Diazepam ~ 0.715
Desmetildiazepam - 0.710
3-hidroxidiazepam - 0.700
‘Oxazepam - 0.695
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3.3, Radioinmuncandlisis

Este método fue propuesto por Peskar (82). En el
andlisis se prepara un antisuero para diazepam ¥ su
metabolito més abundante (desmetildiaZepam}, inmunizando a
conejos con los 2 antfgenos obtenidos a partir de diazepam
y desmetildiazepam con albOmina sérica bovina.

Las muestras de plasma después de la adicibn del
antisuero diluido (suero de conejo con anticuerpos contra
el fiArmaco y su metabolito) y soluciédn de diazepam'marcado
con 140. ge ajustan a un pH de 7.4; esta mezcla se incuba
durante toda la noche a 4 °C; después se lava 2 veces con
una solucidn dé sulfato de amenio saturado, se le ariade
solucibébn de Bray y la muestra es leida en un
espectrofotémetro de centelleo,

Este método analitico es altamente sensible, utiliza

50 pl de plasma; su limite de determinacién de 20 ngsml y

es lineal en el intervalo de 20 & 200 ng/sml.
3.4. Cromatografia en Placa Delgada
Wad N, y colaboradores (83,84) establecieron un

método para la determinacién de diazepam y sus metabolitos

en suerc por cromatografia en placa delgada.

59



En la técnica, la muestra de suero se ektrae con
téiueno a pH = 10.5. Las 2 fases se separan y el disolvente
orgédnico se evapora a sequedad. El residuo se reconstituye
con 50 pl de cloroformo y se aplica en una placa cublerta
con gel de silice (20 X 20 em), en la cual se realiza una
cromatografia con una fase mdvil compuesta por cloroformo-
éter (690:40) a temperatura ambiente. Este procedimiento
trangfiere compuestos lipofilicos naturales del suero al
frente del disolvente. La placa se deja secar, y nuevamente
se realiza una separacién cromatografica con una mezcla
de cloroformo - heptano - etancl (50:50:5) para lograr la
separacién de diazepam y sus metabolitos. La deteccidn se
realiza directamente en la placa cromatogrdfica a una
longitud de onda de 230 nm. El % de extraccidn fue del
92,7 * 0.8% y el intervalo lineal de 0.1 a 1.0 ug.

En una publicacién posterior, sSun (85) utilizé esta
técnica de separacién. El diazepam y sus metabolitos los
extrajo con benceno de muestras sérices, la fase orghnica
la evapord a sequedad y reconstituyd con 50 Ul de metanol,
la cual aplicd a una placa con gel de silice (20 X 20 ca) vy
la peparacién cromatogri&fica se realizd con una mezcla de
cloroformo -2 propanol - hidréxido de amonio (95:5:0.5) a
temperatura ambiente, La placa se dejd secar y las

seflales se revelaron con H2504 7 N; los compuesntos



estudiados: diazepam, desmetildiazepam 'y oxazepam tuvieron
un Rf de 0.72, 0.43 y 0.17, respectivamente. La deteccidn
fue directamente en la placa por fluorescencia a 388

nn de excitacién, el rendimiento en la extraccién de 96.4 %
0.7% v la concentracién minima detectable de 18 ng/ml de

Buero.
3.5, Cromatografia de das - Liquido

Los mé&todos de cromatograffa de gas - liquido, se.
pueden clagificar de acuerdo al detector que se utiliza

para cuantificar diazepan.
3,5.1. Detector de captura de electrones

Este sistema de deteccidén se ha utilizado
ampliamente en la cuantificacién de diazepam en plasma
debido a las bajas concentraciones del féArmaco que se
encuentran en el organismo después de las dosis usualmente
administradas.

De Silva y colaboradores (86) en 1964, desarrollaron
un método para determinar diazepam y desmetildiazepam en
sangre utilizando cromatografia de gases.

Eate método consiste en extraer la muestra a un pH

de 7 con éter dietilico y re-extraer con HCl 6 N. El
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diazepam en un medio 4cido es hidrolizado a Z-metilamino-5
clorobenzofenona y el metabolito produce al 2 amino-5
clorobenzofenona. La fase acuosa es neutralizada con NaOH,
y los productos son extraidos con éter dietilico.

La fase etérea es evaporada y el residuo es
reconstituido con hexano y analizado en el cromatégrafo,.

Estos investigadores encontraron que el métcodo tiene
un limite de determinacién de 20 ng/ml y un rendimiento en
la extraccién de 94 t 5%,

Posteriormente, se han desarrollado métodos que
utilizan cromatografia de gas - liquido por diferentes
autores; Bin que Be haga la hidrélisis de diazepam y sus
netabolitos. De manera general, a las muestras de sangre,
suero ¢ plasma, se les adiclona una solucidn amortiguadora
y 8e realiza una extraccién ligquido - liquido con un
disolvente orgdnico, las fases se peparan por
centrifugacién y la orglnica se evapora a sequedad. El
residuo se reconstituye (en la mayoria de los casos) con
benceno o dter dietilico y se analiza en el cronmatégrafo,
En la tabla 2.14, se presentan las condiciones propuestas

por algunos investigadoresn.
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Tabla 2.14. Condiciones de anélisis publicadas para diazepam utilizando cromatografla de gas - liquido.

AUTOR VOLUMEN DE MUESTRA DISOLVENTE DE EXTRACCION pH DE EXTRACCION

Zingales (1973) 1 w1l {plasna) Tolueno-heptana (8:2) + 9,5
(64) alcohol iscamflico (2%)

Arnold (1975) .2 ml (plasma) Benceno -
(87}

Linnotla ¢1977) ! m1 {suero) Tolueno-heptane (4:1) +
(88) alcohol iscamflico {1.6%) 9.0

Rutherford (1977) .1 ml (plasma) Acetato de butilo -
(89) ,

Ferguson (1977) 1 =1 (plasma) Toluenn—aleohol isoamflice 9.0
(90 (98.5:1.5)

Kelly (197%) 1 ml (auero) Tolueno=-hexano=alcohol 9.2
(91) isoamflico (78:20:0.2)

Douse (19B4) 2 ml {sangre) Tolueno y amberlita XAD-7 -
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Tabla 2.14, (continuacién) Condiciones de an&lisis publicadas para diazepam por CGL, N.P. » dato no publicado.

AUTOR COLUMNA CONCENT.RACIUN % DE EXTRACCION INTERVALO LINEAL
MINIMA DETECTABLE {ng/ml)

Zingales (1973) oOV-17, 3X 0.5 ng 96.1 0.5 a 5.0
(64)

Arnold (1975) E 350, 3% 5 ng/ml 98.0 25 a 1200
{87}

Linnoila ¢1977) 0OV-17, 3% 10 ng/ml 98.0 10a 500
(88)

futherford {1977) OV-7, 32 5 ng/ml 100,0 N.P
(89}

Ferguson (1977) 0OV-17, 3X 10 ng/ml 82,7 500 a 10000
(90)

#elly (1979) ov=17, 3% 50 ng/ml N.P. S0 a 5000
91)

Douse (1984) Capilar de gel 1 ng/ml 56.0 1a 100

(92) de sflice fundida




3.5.2. Detector de ionizacién de flama

El método propuesto por Suyn y colaboradores (93)
utiliza el migmo procedimiento de extraccion e hidrélisis
de diazepam y desmetildiazepam que De Silva publica en 1964
(a6).

La modificacién que estos investigadores realizan,
es el de cuantificar sus muestras con un detector de
ionizacién de flama: la desventaja que presenta, es que
dadas las bajas concentraciones de diazebam en el blasma;
después de la administracién del fdrmaco se requieren
volumenes considerables de suero {3 ml), el % de
recuperacidn dél método fue 102 * 3.2%, intervalo lineal
de 100 a 4000 ngsml y conentracién minima detectable de 100

ng/ml.
3.5.3. Detector sensible a fdsforo y nitrégenc

Mc Curd H. (94} publicd un método por cromatografia
de gag - liquido para cuantificar diazepam en plasma. En
este se utilizan 2 ml de sangre a la que se le afiade una
solucidn amortiguadora de pH = 10 y se extrae con 40 ml de
éter., La fase etdrea Be lava con hidréxido de amonio 0.1 M

y 8e eXtrae con HCl 1 M. La fase acuosa se extrae con



hexano., Las fases nuevamente se separan y la orginica se
evapora a sequedad. Las condiciones que se utilizan en el
método son: detector sensible a fésforo y nitrégeno, fase
estacionaria OV-1 al 3% sobre Chromosorb QHP 80/100 ¥y es
lineal en el intervalo de concentracién de 0.25 a 1.5 pg/ml

de Bangre.
3.6. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

Durante los dltimos afios, se han desarrollado
alpunos métodos basados en cromatografia de liquidos de
alta resolucién; de manera general, se realiza una
extraceidn liquido - liquido de diazepam a partir de
muestras plasmAticas, la fase orglnica se evapora a
sequedad; el residuc se reconstituye y se analiza en el
cromatégrafo utilizando un detector espectrofotonétrico en
el intervalo de 232 a 254 nm. En la tabla 2.15. se muestran

las condiciones propuestas por algunos investigadores,

:
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Tabla 2.15.

Condiciones de anflisis publicadas por cromatograffa de 1fquidos.

AUTOR VOLUMEN DE MUESTRA DISOLVENTE DE pit DE EXTRACCION COLUMNA
EXTRACCION

Bugge (1976) 1 ml (sangre} benceno - Partisgil 10
(95}

Kabra (1978) 2 ml (sangre) éter 1.0 Partisil 10
(96}

Brodie (1978) 2 mt (plasma) dter 9.0 Hierobondapack
(97) cl8

Vree (1979) +2 ml (plasma) dter - Lichrosorb RP8 .
(98)

Raisys (1980} I ml (plasma) tolueno 2.0 Microbondapack
{99} [%%.]
Cotler (1981) +3 ml (plasma). benceno~cloruro 9.0 Hicrobondapack
(100) - de metileno - Cla




Tabla 2.15. {continuacifbn} Condiciones de anfl{sis publicadas para diazepam por CLAR, N.P.=dato no publicado.

AUTOR FASE HOVIL CONCENTRACION MINIMA % DE EXTRACCION  INTERVALO LIKEAL

DETECTABLE (ng/ml) (ng/aml)

Bugge (1976) heptano-isopro=- 25 92.5 100 a 1500
(95) pancl-metanol

Kabbra (1978) CH,CH-buffer 20 104.5 50 a 10000
(96) de foefato pHwd,b :

Brodie (1978} metanol-agua 10 ' 96 10 a 400
(9n)

Veee {1979) CH,CN-agua— 30 96 36 a 10000
(98) meEanol .

Raisys (1980) CH3CN-buffer H.P. 90 hasta 5 ¥g/ml
{99) de fosfato pHeb

Cottler (1981) metanol-agua 50 73 50 s 1500

(100)




4, FARMACOCINETICA EN EL ANCIANC

En la prActica médica, se ha observado que para
algunos fArmacos la respuesta biolégica se encuentra
alterada en pacientes geriatricos con respecto a jdvenes
(101).

La pesibilidad de que se presenten reacciones
adversas y efectos cclaterales es 7 veces mayor en personas
de 70 a 79 afioe de edad, que en aquellos entre 20 a 29 afios
(101,102). En estudios realizados por Seidl y colaboradores
1103} se mostré claramente que la edad es un factor
importante en determinar el riesgo de que se registren
efectos adversos durante la terapia de un fArmaco. Eptos
investigadores observaron que de 714 pacientes
hospitalizados el 11.8% de un grupo de individuos entre 41
a 50 anos manifestaron efectos colaterales y el 24.9% en
personas mayores de 80 afos.

La modificacién de la respuesta farmacolégica en
anclanos puede ser explicada a 2 niveles:

1) Los cambios fisiolédgicos asociados con el
enveiecimiento pueden afectar la absorcién, distribucibn,
metabolismo y excrecién (farmacocindtica) de los farmacos
¥, por lo tanto, alterar la respuesta bioldgica.

2} Ccambios relacionados con la edad afectan les



sistemas y tejidos que son influenciados directa e
indirectamente por el mecanismo de accidn (farmacodindmia).

Por lo expuesto anteriormente, las variables que
afectan las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas
juegan un papel muy importante en los regimenes de
dogificacidén para ancianos (104).

Los cambioe observados en la disposicién de farmacos
en pacientes geridtricos son secundarios a los cambios
fisiolégicos que alteran las funciones en el organismo
{104), en la tabla 2.16. se muestra la disminucién de
algunas de estas funciones (101),

Se ha observado, que existe una gran variabilidad
interindividual en los pardmetros farmacocindticos de
algunos principios activos en personas de edad avanzada,
esto se ha atribuldo a que los cambios‘ocurridos en varias
funciones fisiolégicas con el envejecimiento son graduales,
y la velocidad de cambio difiere considerablemente entre
individuogs (105}). En la tabla 2.17 se muestran algunos
camblos fisioldégicos que pueden afectar ia cinética de un

fdrmaco en el organismo.
4.1. Absorcién

Debido a que con la edad se registran algunos

cambios en las funciones gastrointestinales (tabla 2.17.},
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se ha propuesto que la desintegracitn y la disolucién de
farmacos a partir de formas farmacéuticas sélidas se puede
retardar después de la administracién oral en ancianos,
incluso se ha observado, que para algunos farmacos, el
tiempo para alcanzar la concentracién plasmatica méxima es
mayor en ancianos que en jévenes (10,101).

Sin embargo, la fraceidn del farmaco absorbido
generalmente, no se ve influenciada por la edad (106}.

Un caeo especial se ha registrado en el clorazepato,
el cual es un profarmaco del desmetildiazepam que se
produce mediante la hidrélisis Acida del precursor en
estémago. En un estudio realizado por Qchs, se encontré que
los niveles de la especie activa fueron menores en ancianos
¥ pacientes gastrectomizados comparados con un grupo de
volﬁntarioa sanos, probablemente, como resultade de una
hidrélisis incompleta del compuesto inicial en el grupo de
ancianos (104),

El tiempo de vida media de absorcidn después de una
administracién intramuscular o subcutdnea se puede ver
retardada debido a una disminucién en el flujo sanguineo
local y por el desplazamiento de tejide bien irrigado por
tejido conectivo y adiposo en el sitio de inyeccién en

pacientes geriAtricos.
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4.2. Dbistribucién

Debido a los cambios en la composicidn corperal come
son: aumento en la cantidad de grasa en el crganismo,
disminucién en la masa muscular, del fluide corporal total
y la concentracién plasmltica de alblimina; los patrones de
distribucién varian (101,103-106). Se ha visto que,
generalmente, el volumen de distribucién de farmacos con
coeficiente de distribucién lipido/agua bajo, disminuye
propercionalmente conforme aumenta la edad (101). Con
respecto a la unidn a proteinas, no existen evidencias de
que ge presenten alteraciones en la afinidad de albdmina u

otras proteinaé plasmédticas sobre los ‘fArmacos (1905]).
4,3, Metabolismo

En los procesos de biotransformacidn de los férmacos
existe una amplia variacién interindividual y esta se
acentda en ancianos., Para muchos fdrmacos la capacidad
metabolizadora disminuye en sujetos de edad avanzada
(102,104); sin embargo, no hay ud patrén general
enatablecido, ya que la disminucién tanto del flujo
sanguineo coma de la masa hepdtica no necesariamente

producen un bajo metabolismo. Estas caracteristicas
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afectan, generalmente, a los fdrmacos con un cociente de
extraccién alto (5). |
Para el grupo de las benzodiazepinas, se ha
cbeervado que las coneBtantes de velocidad de reaccién para
la fase I {(oxidacién y desmetilacién} tienden a disminuir
con respecto a la edad, y las reacciones de la fase II
{conjugacién} son independientes de este factor

(103,106,107) .
4.4, Excreciédn

Con la edad disminuyen el nimero de nefronas
funcionales, el flujo plasmAtico renal, la filtracién
glomerular y la funcién tubular (108). La depuracién de
creatinina en el anciano (90 afios de edad) es de 56
nl/min/1,73 m2 y en el adulto (20 afios) de 122 ml/min/Ll.73
n? (106} por lo que se ha observado, que para muchos
fArmacos eliminados por via renal aumenta el tiempo de vida
media de eliminacién; debido a esto, algunocs autores han
propuesto modificar el régimen de dosificacidn para estos

principios activos en base a la depuracién renal de

creatinina en pacientes geriétricos (8,109).
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Tabla 2.16. Disminucién de algunas funciones corporales

con el aumento de la edad.

Funcidn

Disminucién aproximada (%/ano)

a partir de los 25 afios de edad

Matabolismo basal
Gagto cardiacec

Masa celular

0.38
0.75 - 1.01

hombres 0,20 mujeres 0.16

Fluido corporal total hombres 0.20 mujeres 0.13

Fluido intracelular

Filtracién glomerular

Secrecidn tubular

Capacidad méxima
regpiratoria

Capacidad vital

Masa hepAtica

Flujo sanguineo:
cerebro
corazdén
higado
rifdn
tejido

0.38
0.66
0.62
1.18

0.35 -~ 0.50

0.3 - 1.5

1.1 - 1.9
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Tabla 2.17. Cambios fisioldgicos observados durante el

envejecimiento que pueden alterar la farmacocinética.

La produccién del Acido gdstrico ABSORCION
ge ecuentra diaminuida

pH géstrico aumentado

Flujo sanguineo intestinal
disminuido

Disminucién del nGmero de células
en la mucosa gastrointestinal

Motilidad gastrointestinal

reducida

Disminucidén en @l agua corporal DISTRIBUCION
total

Disminucién en la masa muscular

aumento en la grasa corporal

Pisminucién en albdmina plasmatica

Reduccién del gasto cardiaco

Digminucién en el flujo sahgufneo MRTABOLISMO
hepético

Disminucidn de la masa hepitica

Actividad enzimdtica reducida

Disminucién en el flujo sanguineo EXCRECION
repal

Disminucién en la filtracidn glo-
merular

pisminucién en la funcién tubular
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* CAPITULO ITII

PARTE EXPERIMENTAL

En la figura 3.1 se presenta el esquena general de

trabajo seguido en este estudio.

1. METODOLOGIA ANALITICA PARA LA CUANTIFICACION
DE DIAZEPAM EN PLASMA

Se peleccionaron dos mdtodos, los cuales pueden
funcionar alternativamente: cromatografia de gas-liquido ¥

cromatografias de liquidos de alta resolucidn.

1.1. Validaciédn del Método de Cromatografia

de Gas -Liquido
1.1.1. Haterial v equipo

- Balanza Analitica Mettler modelo H 54-AR

~ Agitador Vortex Syubron Thermolyne modelo M-16715
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Revieidn bibliogréfica

Seleccidn del método analitico para

cuanptificar diazepam en plasma

Validacién de los métodos analiticos

L 4
Prueba de disolucién de tabletas de

diazepam utilizadaa

A 4
Estudio farmacocinético

¥
Resultados

v
AnAlisie de resultados, comentarios y conclusiones

Figura 3.1. Esquema general de trabajo.
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Centrifuga Damon/IEC-Division mpdelo HN-SII

Cromatégrafo de gases Varian modele 3700, equipado con
3

detector de captura de electrones coh una fuente de Ni6

Regiptrador Varian modelo 9176
1.1.2, Reactivos

Esténdar secundarioc de diazepam proporcionado por
laboratorios Grossman

EstAndar interno: griseofulvina (laboratorios Scheramekl
Oxazepam quimicamente puro proporcionado por laboratoriocs
Promeco

Benceno, R.A: Merck, bidestilado en nuestro laboratorio
1.1.3., Soluciones

Soluciones de diazepam en benceno a concentraciones de
1000 ¥ 5 pg/ml, 50, 24, 12, 6 ¥y 3 ng/ml

Soluciones de diazepam en plasma concentraciones de 250,
120, 60, 30 ¥y 15 ng/ml.

Solucidn de priseofulvina (esténdar interno)
concentraciédn de 1.5 ugsnl. Se pesaron 10 mg de
griseofulvina v se aford con 10 ml de benceno. De esta
solucidén un volumen de 15 pl se colocd en un matraz

volunétrico de 10 ml y se aforéd con el mismo disolvente.
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- Solucidn de 1.5 pg de oxazepanm por mililitro de benceno.
Esta Be prepard come la solucién de grisecfulvina

descrita anteriormente.
1.1.4. Preparacién de las soluciones esténdar

10 mg de diazepam se colocaron en un matraz
volumétrico de 10 ml, se aforé con benceno.

50 microlitros de la solucién anterior se
transfiriereon en un matraz volumétrico de 10 ml y se aford
con el mismo disolvente {(concentracidén de 5 ugrml), De la
solucidn resultante, 100 microlitros se diluyeron hasta un
volumen de 10 ml (50 ng/ml).

Una alicuota de 12 ml de la solucién de 50 ng/ml se
transfirié a un matraz volumétrico de 25 ml y se aford con
benceno (concentracién de diazepam 24 ngsml).

Para obtener una concentracién de 12 ngsml, se tomaron

5 ml de la solucibén anterior y se diluyeron a 10 ml.

Las sBoluciones de 6 ¥y 3 ng/ml sBe prepararcen una a
partir de la otra, siguiendo el procedimiento anterior.

Un volumen de 0.5 ml de la solucién de 5 pg/ml de
benceno, se transfirid a un tubo, el disolvente Be evaporé
a sequedad y se reconstituyd con 10 nl de plasma

lconcentracién de 250 ng/ml = solucidén A

Crmplet
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1.1.5. Preparacién de las soluciones plasméticas

de diazepam

La soluclién A se utilizd para preparar la curva de

calibracién en plasma como® se indica a continuacién:

Solucion Preparacién Concentracién
(ng/ml)
A como se indica en el texto 250
B 480 pl de A + 520 pl de plasma 120
c 240 pl de A + 760 ul de plasma 60
D 120 pl de A + 880 ul de plasma 30
E 60 ul de A + 940 pl de plasma 15

1.1.6. Preparacién de la muestra

La extraccidn de diazepam en plasma se efectud de
acuerdo a la técnica publicada por Arnold y colaboradores
con algunas modificaciones (87). A 0.2 ml de plasma se le
adicioné 1 ml de benceno, se agitd en vortex durante 1.5
minutos y Be centrifugd 10 minutos a 3000 rpm. La fase
orgadnica se colocd en un tubo cénico y se evapord a
sequedad en bafio maria a 90 °C. El residuo se reconstituyd
con 50 pl de una solucidn de griseofulvina en bencenc

{concentracién 1.5 pg/ml) y se analizd en cromatograffa de
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gas-liquido.
El procedimiento anterior se puede observar en la

figura 3.%2.
1.1.7. Condiciones cromatograficas

Colunmna: de vidrio lengitud 200 cm y didmetro internc 2 mm
Empaque: aceite de silicona OV-17 al 1.5% sobre Chromosorb
W-H-P, malla 80/100

Detector: captura de electrones con una fuente de '63Ni

Gas portador: nitrdgeno, flujo: 25 ml/min

Temperatura del inyector: 310 °C

Temperatura del detector: 330 °C

Temperatura del horno: 290 °C

Velocidad de la carta: 0,25 cm/min

Volumen inyectado: 1 ul
1.1.8. Selectividad

Para caracterizar la selectividad del método analitico
ge prepararon muestras plasméticas con el fArmaco y Bin é1;
de acuerdo a la seccibdn III.1.1.,6.; asimismo, g@e analizb
una solucién de oxazepam {metabolito de diazepam) a una
concentracién de £.5 pg/ml bajo las condiciones

cromatograficas propuestas en la seccidén III.1.1.7.

81



0.2 ml de plasma

v

Extraccidn con 1 ml de benceno

k 4
Agitacién en vortex 1.5 minutos

l

Centrifugacidén a 3000 rpm 10 nminutos

Y
Evaporar la fase orglnica en bafio maria

A 4
Reconstituir con 50 |l de benceno

conteniendo el eaténdar

AnAlisis en cromatografia de pases

Figura 3.2, Técnica empleada para la extraccidén de diazepam

en plasma (anAlisis por cromatografia de gas-l{quido).
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1.1.9. Concentracién minima detectable

La concentracién minima detectable se determind
preparando muestras plasmAticas de diazepam en un intervalo
de concentracién de 5 a 15 ngsml, de acuerdo a la técnica

descrita en la seccién IIX,. 1.6,

1.1.10, Linealidad

Con el fin de determinar si la relacién de Areas
(diazepan/grisecfulvina) y concentracién de diazepam en
plasma, presentaba un comportamiento lineal en el intervalo
de concentraclones esperado, se prepararon cuatro curvas de
calibracién con concentraciones de 15, 30, 60, 120 y 250
ng/ml. A partir de los datos obtenidos se calculd el
coaeficlente de correlacién, pendientes e interceptos de

cada una de ellas.

1.1.11. Repetibilidad

La repetibilidad del mé&todo en un mismo dfa bajo
condiciones idénticas de operador, aparato, laboratorio,
ete,, fue establecida preparando cuatro curvas de

calibracién a concentraciones de 15, 30, 60, 120 y 250 ng



de diazepanm por mililitro de plasma, deierminandose el
coeficiente de variacién (%), para cada una de las
concentraciones.

La repetibilidad del método en diferentes dias se

obtuvo de manera similar a lo explicado anteriormente.
1.1.12., Exactitud

Para evaluar la exactitud del métode, se determind el
rendimiento en la extraccidn como se indica a continuaci&n:

3e prepararon cuatro curvas de calibracidn de diazepam
en benceno con 50, 24, 12, 6 ¥ 3 ng/ml, posteriormente, se
colocéd 1t ml de'la muestra en un tubo c¢énico, se evapord a
sequedad aen bafio maria y el anllisis e efectud de acuerdo
a la seccidén III.1.1.7.. Al mismo tiempo, Se prepararon
cuatro curvas de calibracién de diazepam en plasma con
250, 120, 60, 30 y 15 ng/ml, como se describe en la seccldn
IIl.1.1.6..

La exactitud se evalud mediante el rendimiento en la

extraccién obtenido para cada concentracién.
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1.2. Validacién del Método de Cromatografia
de Liquidos de Aita Resolucidén

1.2.1. Material y equipo

Balanza analitica Mettler modelo HS4-AR

Aglitador Vortex Sybron Thermolyne modelo M-16715
Centrifuga Damon/IEC-Division modelo HN-SII
Cromatégrafo de li{quidos de alta resolucién Millipore
Waters acoplado a un detector espectrofotométrico de
longitud de onda varlable Lambda-Max modelo 481 y a un

raegistrador Goerz Metrawatt SE-120
1.2.2. Reactivos

EstAndar secundario de diazepam proporcionado por
laboratorios Grossman

EstéAndar interno: nitrazepam proporcionado por
laboratorios (Grossman

Oxazepam proporcionado por laboratorios Promeco

Lentejas de hidréxido de sodio, reactivo analiticeo, J.T.
Baker

Acido bérico, reactivo analitico, Técnica Guimica S.A.
Cloruro de potasio, reactivo analitico, Guimica Dinamica

S.A.
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Metanol HPLC, Merck
Hexanos 185% n-hexano) HPLC, J.T, Baker

Agua delonizada y filtrada para cromatografia de lfquidos
1.2.3. Soluciones

Solucionas de diazepam en metancl, concentraciones de
500, 250, 125, 60, 30, 15 y 7.5 ng/ml,

Soluciones de diazepam en plasma concentracicnes de
1000, 500, 250, 120, &0, 30 y 15 ng/ml.

Solucién de nitrazepam {estdndar interno} concentracién
de 2.4 p/ml disuelto en metanol-agua (6:4, v/V). Se
colocaron 10‘mg del estandar de nitrazepam en un matraz
volumétrico de 10 ml y Be aforé con metanol. De esta
sclucidén se tomaron 24 ul y se aforaron con una mezcla
de metanol-agua (&:4, v/v}, hasta un volumen de 10 ml.
Solucién de oxazepam 5 ug por mililitro de metanol:agua
(6:4, v/v). Se pesaron 10 mg de oxazepam y se afdraron
con metanol hasta un volumen de 10 ml, De la Bolucidn
resultante se tomd un volumen de 50 ul vy se aford con
una mezcla metanol-agua (6:4, v/v) hasta 10 ml.
Solucion de hidréxido de sodio 0.2 M. Se pesaron 4 g de
lentejas de hidréxido de sodio y se aford con agua

destilada hasta un volumen de 500 ml.
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- Solucién de 4cido bérico v cloruro de potasio 0.2 M.
Se pesaron 3.092 g de H3803 v 5.726 g de RC1l v se
aforaron con agua destilada hasta un volumen de 250 ml.
- Solucién amortiguadora pH=%. Una alicuota de 25 ml de la
solucidén de H3BO3 ¥ KC1 0.2 M se colocdé en un matraz
volumétrico de 100 ml. se le agregaron 10.5 ml de NaCH

U.2 M v se aford con agua destilada.

1.Z.4, Freparacidn de las poluciones esténdar

de diazepam

Se colocaron 10 mg de diazepam en un matraz
volunétrico de 10 ml., aforéAndose con metanol.

Un velumen de 20 pl de la solucidn descrita
anteriormente se transfirié en un patraz de 10 ml y se
aforb con plasma (concentracién Z pgsml = Soluciédn Ar.

Esta solucién se utilizéd para preparar la curva estandar de

diazepam en plasma como se indica a continuacién:

Solucién Preparacién Concentracion
Lng/s/ml;
A como Se indica en el texte 2000
B 2 ml de A + 2 ml de plasma 1000
c 1 ml de A + 3 ml de plasma SO0
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Solucién Preparacidn " Concentracidén
{ngsml)

D 0.5 ml de A + 3.5 ml de plasma 250

E 960 ul de C + 3 nl de plasma 121.21
F 960 Ul da D + 3 ml de plasnma 60.61
L¢] 1 ml de F + 3 ml de plasma 30.31
H 0.5 ml de F + 3.5 nl de plasma 15.15

De manera similar a la que anteriormente se describe,
pe prepararon soluciones de diazepam, desde 1000 hasta 7.5

ngsml de metanol.

1.2.5, Preparacidn de la muestra

Se efectud la extraccidn de diazepam en plasma de
acuerdo a la figura 3.3. A 0.5 ml de plasma se le adicionan
0.2 ml de la solucidn amortiguadora pH=9, se extrae con
3 el de hexano agitando eh Vortex durante 1.5 minutos y se
centrifuga durante 10 minutos a 3000 rpm. La fase orginica
se transfiridé a un tubo cédnico, se evapord a 75 *C en barfio
maria a sequedad. Para el andlisis de la muestra en el
cromatégrafo de lfquidos, el residuo se reconstituyd en 50
yl de una solucidn de metanel-agua (6:4, v/v) conteniendo

2.4 pe por militro.
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1.2.6. Condiciones cromatogréificas

Columna: NOVAPACK C18 Millipore Watters; longitud 15 cm,
didmetro internc 4.6 mm

Fase mbvil: mezcla de metanol-agua (6:4, v/V)

Flujo: 1 ml/min

Longitud de onda: 254 nm V,01-0.002 AUFS

Velocidad de carta: 0.25 cm/min

volumen inyectado: 25 pl

1.2.7. Selectividad

Con el fin de determinar si el método analitico es
selectivo, se prepararon muestras plasméticas sin el
fArmaco (blanco} vy con él, empleando la técpica de
extraccidédn descrita en la seccidén 111.1.2.5. Al mismo
tienpo, se analizé una mezcla de oxazepam, diazepam y
nitrazepam de acuerdo a las condiciones cromatograficas de

la seccién 1IX.1.2.6,
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0.5 ml de plasma

+ 200 pl solucién amortiguadora
(pH=9)

b |

Homogenizar

+ 3 ml de hexano

A
Agitar en Vortex 1.5 minutos

v
Centrifugar 10 minutes a 3000 rpm
Evaporar la fase orginica en bafio maria

Reconstituir con 50 ul de la

solucién de nitrazepam

Anélisis

Figura 3.3. Técnica empleada para la extraceién de

diazepam en plasma {andlisils por cromatografia de liquidos

de altsa resoluciédn;.
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1.2.8,. Concentracién minima detectable

Se prepararon diluciones de diazepam en plasma en el
intervalo de S a 30 ng/ml para determinar la concentracidn

ninima detectable,

1.2.9. Linealidad

Con el objeto de conocer si la relacién de alturas
{diazepan/nitrazepan) era lineal con reepecto a la
concentracién plasmAtica de diazepam, se prepararon cuatro
curvas de calibracié6n del féArmaco en plasma en un intervalo

de cencentracidn de 15 a 1000 ng/ml.

1.2.10. Repetibilidad

Este paraAmetro fue establecido preparando por
cuadriplicado nuestras de dlazepam en plasma a
concentraciones de 1000, 500, 250, 125, 60, 30 y 15 ng/ml,
obteniendoge el % de) coeficiente de variaciédn para cada
concentracién.

1,2.11, Exactitud

Para evaluar la exactitud del método analitico, se
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prepararon cuatro curvas de calibracién de diazepam en
plasma en un intervalo de concentracién de 7.5 a 500 ngsml,
se colocd 1 ml de cada muestra en un tubo cénico y sBe
avaporé a gequedad. El residuo se reconstituyéd y se analizd
de acuerdo a la Beccién III.1.2,6,

Asimismo, se prepararon cuatro curvas de calibracién
del firmaco en plasma con la técnica de extraccidn
propuesta (seccldn III.1.2.5.) en un intervalo de

concentracidn de 15 a 1000 ngsmi.

La exactitud se evalud mediante el rendimiento en la

extraccidén para cada concentracién.

1.3, Estabilidad de Diazepam en Plasma

Para investigar la estabilidad del diazepam en plasma
durante su almacenamiento ge prepard la siguiente solucidn:
Un volumen de 0.5 ml de una solucidn de 50 ug del
fArmaco por mililitre de metanol se transfirid¢ a un matraz
volumétrico de 25 ml y se aford con plasma {(concentracién

1 pgsmly.

De la solucién descrita anteriormente, se tomaron
alicuotas de 3 ml y se guardaron en tubos de vidrio a
temperatura de -5 °C, los cuales fuercn analizados a la 0,

1, 2 y 4a. semana de Bu preparacidén utilizando la
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metodologia de extraccidn indicada en la figura 3.3,
{seccidén III.1.2.5.}.

Las muestras se prepararon a partir de 0.5 ml de
plasma previamente alcalinizado, se afadié hexano, se aglté
y las fases se separaron por centrifugacién,

La fase orginica se evapord a sequedad, el residuo se
reconstituyd con agua-metanol y se analizé por

cromatografia de liquidos.

2. ESTUDIO FARMACOCINETICO

En el estudio se selecclonaron 13 voluntarlos: 7 de
sexo femenino y 6 de sexo masculino, residentes de la Casa
Hogar para Ancianos "Arturc Mundet" pertenecientes al
Sistema Nacional para el Desarrollo Integral de la Familia,
a loe cuales se leg did a conocer el objetivo del estudio y
se les solicitd su aprobacién para participar en este asi
como el consentimiento de los médicoB responsables. En la
tabla 3.1. aparecen las caracteristicas fisicas de cada
voluntario, donde se puede observar que se encontraban
entre 61 a 92 afios de edad, peso y talla corporal de 36.9 a
76.7 kg y de 1.41 a 1.79 m, respectivamente,

ABimismo, a cada voluntario se le efectuaron las

pruebas de laboratorio indicadas en la tabla 3.2., estas
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determinaciones se elaboraron en el laboratoric de an4lisis
bioquimico-clinicos del Hospital Pediétrico del D.I.F.

Los voluntarios permanecieron en ayuno 12 horas antes
de la administracién del medicamento hasta 2 horas después.
A la hora cero cada participante ingiri6 por via oral una

dosis Unica de 5 mg de diazepam (i tableta de Rontipam,
laboratorios Ronti, lote 7-29/1, a las cuales se les
raalizé la prueba de disolucidén descrita en el Apéndice 1),
asimismo, antes de la administracién de la tableta, se les
canalizé la vena cef#lica durante 8 horas con el objeto de
evitar venopunciones frecuentes.

Se tomaron muestrasg sanguineas de 3 ml a los
siguientes tiempos: 0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 24.0,
48.0 v 72.0 horas posteriores a la administracién del
diazepam. Las muestras se colocaron en tubos.previamente
heparinizados, el plasma se obtuve por centrifugacidén y se
congelé a -5 °C hasta el momento de su andlisis, el cual se
realizé por medio de cromatografia de liquidos de alta
resolucidén, siguiendo la técnica descrita en la seccidn
IIr.1.2.5.

Cabe mencionar, que no se permitié la administracién
de otros farmacos durante el estudio, ni la ingestién de
alcohol una semane antes y durante el estudio, excepto la

veluntaria 7 que tomaba regularmente diazepan.
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Una vez que se cuantificéd el diazepam enllas muestras
plasmAticas, se determind el modelo farmacocindtico que
mejor describiera los datos experimentales tomando como
base la suma de cuadrados, criterio de Akaike (110)

y la prueba estadistica F de Snedecor {(111); asimismo, se
calcularon los parAmetros farmacocinéticos para cada
voluntarie utilizando el método de los residuos, estos
valores se optimizaron posteriormente, con el algoritmo de
Marcquardt; los cdlculos se realizaron en una computadora
Hewllet-Packard modelo 9816.

Por otra parte, se determinaron las microconstantes de
transferencia intercompartamentales para el modelo
farmacocinético obtenido en cada voluntario utilizando el
algoritmo de Gerardin y colaboradores (11i2), el cual se
explica en el apéndice 2; para tal efecto se utilizé una
computadora Burroughs 7800 (mistema operativo 3.5,) desde
una terminal remota Decuriter-II.

Asimiemo, se realizé el andlisis de mementos

estadfsticos para cada participante del estudio.
2.1. Disefio de Regimenes de Dosificacidn
A fin de disefiar los regimenes de doeificacién para

cada voluntaric, se utilizaron los métodos mencionados a

continuacién, los cuales Be describen en el apéndice 3.
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M&todo 1 (113). La dosis de mantenimiento se mantuvo
fija, variando el intervalo de dosificacidn.

Método 2 (114). El intervalo de dosificacion se
determiné en base al tiempo medio de residencia.

Las concentraciones plasmédticas de diazepam en el
estado estacionariec durante la administracién del férmaco
con los regf{menes de dosificacidn mencionados se calcularon

con el método de muperposicidn (115).
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Tabla 3.1. Caracteristicas fisicas de los voluntarios que

participaron en el estudio,

Volun- Sexo Edad Peso Talla Superficie ,
tario {afios) (kg) (m) corporal {(m )
1 F 75 47.8 1.58 1.47
2 F 70 a?.S 1.45 1.36
3 F 61 67.0 1.57 1.67
4 F 64 61.8 1.45 1.53
5 F 77 44.2 1.41 1,29
6 F 92 60.3 1.62 1.65
7 F 67 36.9 1.42 1.21
8 M 63 76.7 1.79 1.95
9 M 67 70.6 1.62 1.76
10 M a7 65.0 1.70 1.76
11 M 73 69.3 1.56 1.69
12 o 81 64.8 1,56 . 1,65
13 M 759 S8.0 i.51 1.54
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Tabla 3.3. Pruebas de laboratoric efecfuadas a los

voluntarios participantes en el estudio.

Proteinas totales

Albdmina

Globulina

Urea

Creatinina

Transaminasa-glutdmico-pirivico (TGP}

Transaminasa-glutdmico-oxalacético (TGO)

Bilirrubina total

Bilirrubina directa

Bilirrubina indirecta
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CAPITULO IV

RESULTADOS

1. METODOLOGIA ANALITICA PARA LA CUANTIFICACION
DE DIAZEPAM EN PLASMA

1.1, Validacién del método de cromatografia

de gas ~ liquido

1.1.1. Selectividad

En la figura 4.1 se muestran los cromatogramas tipicos
abtenidos en el anAlisis de muestras plasmiticas con
diazepam y sin &l (blanco plasmAtico) en los cuales se
observé que el férmaco de interés tiene un tiempo de
retencidn de 2.5 minutos y la grigeofulvina {estandar
internc) de 10.2 minutos.

De igual forma, se analizd una solucidén de oxazepan,

la figura 4.2. muestra el cromatograma resultante,
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Figura 4.1. Cromatogramas obtenidos al analizar:

A = blanco plasmAtico, B = muestra plasmética con diazepan
utilizando cromatografia de gas - lf{quido. Los numeros 1 y
II representan la sefial de diazepam y griseefulvina

(estdndar interno}), respectivamente.
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Figura 4.2. Cromatograma ti{pico obtenido al aralizar una
solucién de oxazepam utilizando cronatografia de gas -

l1{quido.
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observindose que el tiempo de retencién para este

metabolito de diazepam es de 0.9 minutos.

1.1.2, Concentracién minima detectable

De acuerdo a las condiciones propuestas en la seccidén
111.1.1.7., se determind que la concentracién minima
detectable, después del tratamiento de las muestras

corresponde a 7 ng de diazepam por mililitro de plasma.

1.1.3, Linealidad

En la tabia 4,1, se presentan los resultados obtenidos
al preparar cuatro curvas de calibracién de diazepanm en
plasma para evaluar la linealidad del método analitico en
un intervalo de concentraciones de 15 a 245 ngsml.

La representacidén grafica de los resultados (figura
4.3.) nos muestra que solamente se encuentran en una linea
recta las concentraciones de 15, 29, 59 y 118 ng/ml,
observAndose que para la concentracisdn de 245 ngsml, la
relacidn de 4reas diazepam/estdndar no se ajusta a la
ecuacidn de la recta descrita por las concentraciones

anteriores.
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1.1.4. Repetibilidad

Los resultados encontrados en cuatro curvas de
calibracién de diazepam en plasma preparadas en un mismo
dia se presentan en la tabla 4.1. A partir de ellas se
calculdé el promedio, la desviacidn estdndar y el
coeficiente de variaciédn en porciento para cada
concentracién. En la tabla 4.2., se muestra el coeficiente
de variacién calculado a partir de cuatro curvas esténdar
de diazepam en plasma preparadas en el dia 2, bajo las

nmismas condiciones.

1.1.5, Exactitud

Para determinar la exactitud del método analitico, se
sipguid el método descrito en la secciédn II1.1.10., los
resultados encontrados se muestran en las tables 4,1. vy
4.3.

Con el fin de calcular el rendimiento en la extraccidn
utilizada, se elaboréd la tabla 4.4., en la cual se
presentan los datos obtenidos en el tratamiento de muestras
plasmiticas y muestras preparadas en benceno,

La curva de calibracidn resultante al utilizar la

metodologia de extraccidédn en plasma con respecto a muestras
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preparadas en bencens, se muestra en 1a'figura 4.,3., donde
se puade observar, que a 245 ng de diazepam por mililitro
de benceno, la relaclédn de Areas con respecto a la
concentracidén del férmaco no sigue un comportamiento

lineal.

1.2. validacién del Método de Cromatografia
de Liguidos de Alta Resolucidn

1.2.1, Selectividad

En la figura 4.4. se muestran los cromatogramas
obtenidos al aﬂalizar plasma conteniendo diazepam y una
muestra plasmitica libre del fArmaco, en estos se puede
observar que los tiempos de retencién para diazepam y
nitrazepam (estidndar interno) son de 5.37 vy 2.67 minutos
respectivanente.

Al analizar una solucién con diazepam, nitrazepam v
oxazepam se obtuvo el cromatograma presentado en la figura
4.5. en donde se observar que el tiempo de retencién de

oxazepan es de 3.45 minutos.
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Tabla 4.1. Valores promedio de la relacién de‘Areas
diazepam/estindar interno encontradas al analizar cuatro
curvas de calibracién de diazepam en plasma por

cromatografia de gas - liquido (dia 1}.

Concentracidn Relacién de Areas Coeficiente de
{ng/ml) diazepam/esténdar variacién (%)
(D.E.)
245,0422 (%) 1.1000 (0.0054) 0.4891
117.6202 0.3666 (0.0250) 6.8170
58.8101 0.2012 (0.0105} 5.2377
29,4051 0.0970 (0.0051) 5.2260
14.7025 0.0460 (0.0010} 2.2420
r = 0,9982 M 2 0.0031 I = 0.0064

Las &reas se obtuvieron por triangulacién. (*)} La ecuaciodn
de la linea recta se calculd omitiendo el valor de 245.0422

ng/ml.
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Tabla 4.2. Valores promedio de la relacién de 4reas
diazepam/esténdar encontradas al analizar cuatro curvae de

calibracién en plasma por cromatografia de gas - liquido

{dfa 2}.
Concentracién Relacién de &reas Coeficiente de
{ng/ml) diazepam/esté&ndar variacidn (%)
(D.E.)

245.0422 (*) 1.0190 (0.0789) 7.7385

117.6202 0.4230 (0.02682) 6.6562

£5g.8104 0.2144 (0.0141) 6.5744

29, 4051 0.0952 (0.0036) 3.7610

14.7025 0.0468 (0.0042) 8.9141

r = 0,999 M = 0.0037 I = -0.0001

(*) La ecuacién de la linea recta se calculéd suprimiendo el

valor de 245.0422 ng/ml.
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Tabla 4.3. Valores promedio de la relacién de areas

diazepam/estédndar encontradas al analizar cuatro curvas de

calibracién en benceno por cromatograffa de gas - liquido.

Concentracién

{ng/ml)

245.,0422 (*)
117.6202
58.08101
29.4051
14.7025

r = 0,9959

Relacién de Areas Coeficiente de
diazepamsestandar variacidn (%)
{D.E,)

1.2830 (0.0647} 5.0034
0.3913 (0.0194) 4.9485
0.2224 (0.0122) 5.4848
0.1001 {0.0046} 4.5976
0.0449 (0,0041) 9.1847

M = 0,0034 1= 0.0045

{*) La ecuacién de la linea recta se calculd suprimiendo el

valor de 245,0422 ng/ml.
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Tabla 4.4. Rendimiento en la extraccién de diazepam en
plaema calculado en dos diferentes dfas siguiendo la
téecnica descrita en la meccién 111.1.1.6. {utilizando

cromatografia de gas-l{quido.

concentracion Fromedioc de Promedio de Rendimiento

de dliazepam mnuestras muestrasg en la ex-
(ng/ml) plasmiticas en benceno traccidédn (R)
DIA 1
117.6202 0.3666 0.3913 93.6877
58,8101 0.2012 0.2225 90.4270
29.4051 0.0972 0.095%6 101.4644
14,7025 0.0460 0.0484 95.0413
y = 95,1551% 8 = 4,6306 C.V. = 4.8664
DIA 2
117.6202 0.4230 0.4276 98.9242
£58.8108 0.2144 0.2014 93.9366
29,4051 0.0952 0.0964 98, 7552
14,7025 0.0468 0.0529 88,4668
¥y = 95,0212% 8 = 4,9426 C.V. = 5,2015%
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Figura 4.4. Cromatogramas obtenidos al analizar:
A = blanco plasmAtico y B = muestra plasmitica con
diazepan utilizando cromatografia de liquidos de alta

resolucién. I = diazepan II = nitrazepan.
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Figura 4.5. Cromatograma tipico obtenido al analizar por
cromatografia de liquidos de alta resolucién una mezcla

conteniendo: I = diazepam II = nitrazepam y III = oxazepanm,
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1.2.2. cConcentracién minima detectable

Bajo las condiciones croamtogridficas propuestas,
1seccidén I11.1.2.6.) Be encontrd que la concentraciédn
minima detectable despuéds del tratamiento de las muestras

corresponde a 8 ng de diazepam por mililitro de plasma,.
1.2.3. Lipealidad

Los valores resultantes al analizar cuatro curvas de
calibracién de diazepam en plasma se muestran en la tabla
4.5., en la cual se puede observar el coeficiente de
corrélacién promecio,

En la figura 4.6. se muestra la gré&fica promedio de
calibracién de diazepam en un intervalo de 16 & 994 na/ml
en plasma ¥y en metanol., con sus desviacicnes esténdar en

cada concentracién en el anAlisis de cuatro curvas,
1.2.4, Repetibilidad

con el objeto de evaluar la repetibilidad del método
analitico en un mismo dia, se calculd el R de coeficiente
de variacién para cada concentraclén de los datos

presentados en la tabla 4.5,
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Lo anterior se realizd en el dfa 2 bajo las mismes
condiciones con el fin de determinar la repetibilidad
dal método en diferentes dias, los resultados obtenidos
al analizar cuatro curvas de calibracién de diazepam
en plasma se muestran en la tabla 4.6. donde se puede
obeervar el coeficiente de variacién en porciento para

cada concentracién,
1.2,5. Exactitud

En la tabla 4.7. se presentan los resultados obtenidos
en el andlisis de cuatro curvas de calibracién de diazepam
an netanol asi como el coeficiente de correlacién,
pendiente e intercepto en el intervalo de concentracién de
16 a 994 ng/ml. La representacién gréfica de los resultados
Be muestran en la figura 4.6.

A fin de calcular el rendimiento en la extraccidn se
compararon los valores encontrados en el tratamiento de
mueatras plasmAticas y en metanol para cada concentracidn.

En la tabla 4.8. se muestran los resultados obtenidos.
1.3. Prueba de Estabilidad en Plasma

En al estudio de estabilidad de diazepam en plasma, se
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Tabla 4.5.

Promedio de los valores obtenidos durante el

anilisis de cuatro curvas de calibracién de diazepam en

plasma utilizando cromatografia de liquidos de alta

regolucibédn (dia 1).

Concentracién

{ng/ml}

994 . 4000
497.2000
126.5600
63,2800
31.6400
16.2720

r = 00,9980

diazepamsestandar

1.2467
0.7091
0.1774
0.0828
0.0585

0.0341

{0.
(0.
(0.
(0.
(0.
(0.

Relaciédn de alturas

0784)
0279}
0117)
0057)
0040}
0022}

= 0.0013

Coeficiente de

variacién (%)

6.2875
3.9310
6.5992
6.68563
6.7989

6,2909

I = 0,0214

S R ST
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- RELACION DE ALTURAS

(<]
1

muestras plasmidticas

&
)

— — — — muestras en metanol

[
Ll

o 200 460 GCI)O BC.JO IO(;)O
CONCENTRACION DE DIAZEPAM
{ng/ml)
Fiqura 4.6, Curva de calibracién promedic de la relacién de alturas(diazepam/est4ndar)
con respecto a la concentracidn del fiAdrmaco utilizando CLAR .



Tabla 4.6. Valores promedio de la relacién de alturas
diazepams/esténdar encontrados al analizar cuatro curvas de
calibracién del férmaco an plasma por cromatograf{a de

liquidos de alta resolucién tdia 2}.

Concentracién Relacién de alturas COeficignte de
(ng/ml) diazepam/aestindar variacién (%)
{D.E.)
994, 4000 1.2139 {0.0793) 6.5354
497 .2000 0.52623 (0.0204) 3.8750
126,5600 0.1689 {(0,0165) 9.7941
63.2800 0.0855 (0.0048} 5.6574
31.6400 0.0541 (0.0031) 5.7804
16,2720 0.0331 {(0.0027) 8.0387
r = 0.9972 M= 0.0012 I = 0.0060
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analizaron muestras que se mantuvieron en congelacién
durante la 0, 1, 2 y 4a, semana de su preparacidn {(seccién
II1.1.3.), las concentraciones del f4rmaco determinadas Be

encuentran en la tabla 4.9.

2. ESTUDIO FARMACOCINETICO

Los valores resultantes en las determinaciones
bioquimicas de leos voluntarios de sexo femenino vy
masculino, se presentan en las tablag 4.10. ¥ 4.11.
respactivamente, en ellas se puede notar que, de Ranera
general, los ancianes participantes en el estudio se
ancuentran dentro de valor‘es normales en las pruebas
realizadas, excepto la voluntaria 4 que presenté
alteraciones en la cantidad de protefnas totales, urea,
TGO, bilirrubina y fosfatasa alcalina.

De acuerdo al protocolo descrito en la seccién III.2.
se determinaron las concentraciones plasmAticas de diazepam
a diferentes tiempos después de la administracién oral del
f&rmaco para cada voluntario, la cuantificaciédn se realizeé
por el método de cromatografia de liquidos de alta
resolucién; estos resultados asi como su representacion
grifica se presentan en él apéndice 4. En la tabla 4,12. se

muestran los valorea de concentracién plasm&tica maxima de
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Tabla 4.7. Valores promedioc de la relacién de alturas

diazepam/estéindar obtenidas al analizar cuatro curvas de

calibracién en metanol utilizando cromatografia de liquidos

de alta resolucidn,

Concentracibn

{ng/ml)

994.4000
497 .2000
126.5600
63,2800
31.6400
16.2720

r = 0,9998

Relacidn de alturas

diazepansestindar

1.7749
0.9146
0.2744
0.1226
0.0783

Q.0539

(D.E.)

{0.0489)
(0.5228)
(0.0183)
(0.0098)
{0.0050)
(0.0023)

0.0018

Coaficiente de

variacién (%}

2,7551
2.4959
6.6530
7.7927
6.3718

4.2340

I = 0.0285
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Tabla 4.8. Rendimiento en la extraccién de diazepam en
plasma calculado en dos diferentes dias utilizando

cromatograffa de liquidos.

Concentracién Promedio de Promedio de Rendimiento
de diazepam muestras mnuestras en la ex-
{ng/ml) plasmaticas en metanol traccisn (R}
DIA 1
994,4000 1.2467 1,7749 70.2406
497.2000 0.7091 0.9146 77.5312
126.5600 0.1774 0.2744 64.6501
63.2800 0.0828 0.1226 67.5367
31.6400 ¢.0585 0.0788 74.2386
16.2720 0.0343 0.0539 63.6364
y = 69,6389% B = 5,4616 C.V. = 7.8427%
DIA 2
894.4000 1.,2139 1.7379 69,8487
497.2000 0.5263 0.9086 .57‘9243
126.5600 0.1689 0.2468 68,4360
63.2800 0.0855 0.1284 66.5888
31.6400 0.0541 0.0G836 64,7129
16.2720 0.0331 0.0566 58.4800
¥ = 64.3319% B = 5,0559 C.V. = 7.8592%
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Tabla 4.9. Concentracidén plasmAtica de diazepam en al

estudio de estabilidad. Las muestras se analizaron por

cromatografia de liquidos de alta resolucién bajo las

condiciones indicadas en la seccién III.1.3., utilizando

una concentracidén inicial de 1.0 ug/ml.

Tiempo Concentracién de diazepam en plasma
(8emana) { ug/ml)

‘0 0.9418 0.8908 1.0280 0.93686
1 , 1.0050 1.0147 0.9374 0.9799
2 1.0097 0.8965 0.9922 0.9594
4 0.9724 0.9711 0.9566 0.9262

120



diazepam (Cpmix) as{ como el tiempo para alcaniar esta
concentracién (Tmax) obtenidos en cada individuo.

Los criterios seguidoa para la elecciédn del modelo
farmacocihético que mejor deacribiera los resultados
experimentales como son suma de cuadrados, criterio de
informacidn de Akaike y F estadistica para los voluntarios
de sexo femenino y masculino, se encuentran en las tablas
4.13. ¥ 4.14. respectivamente; en ellas se puede notar que,
de manera ganeral, para todos los voluntarios los datos se
ajustan adecuadamente a un modelo abierto de dos
compartimientos con administracidn de primer orden (MADC),
eXcepto para dos participantes: voluntario 13 en quien se
obtuvo un modelo abierto de tres compartimientos (MATC) y 7
en quien no fue posible déterminar el modelo
farmacocinético debido a que ingeria regularmente diazepam
antes del estudio y durante el mismo no suspendié su
tratamiento con este férmaco.

En les tablas 4.15. y 4.16. se muestran los valores
individuales de los pardmetros farmacocinédticorz obtenidos
en cada voluntario utilizando el método de los residuos, el

método incremental de Gerardin y el ajuste no lineal.
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Tabla 4,10, Reaultados de las determinaciones bioquimicas en los voluntarios de sexo femenino.

VOLUNTARIO P.T. ALB. GLOB, UREA CREAT TGP TGO F.A, B.D. B.T.
1 8.9 3.9 3.1 39.3 .1 6 15.2 114,7 0.3 0.5
2 7.2 4.1 3.l 35.8 1 21.9 18.5 99.8 0.5 C.8
k) 6.8 4.1 2.6 41.4 0.8 11.8 20.3 60.3 0.8 1
4 6.8 3.6 .3 80.7 1.5 14.2 42.2 194.6 0.{- 0.8
5 6 3.7 2.3 27.i 0.9 14.1 28,5 126.1 0.2 0.6
6 7 3.7 3.3 50 1.3 10 24.7 103.4 0.3 0.5
? 6.4 4 2..;': 32.9 0.8 19,8 27.5 69.9 0.3 0.4

P.T.mprotefnas totales {gX), ALB.=albfimina (g%), CLOB.=globulina (gX),

TGP (VI/ml), TGO {UI/ml), F .A.=fosfatasa alcalina (UI/ml), B.D,=bilirrubina directa’ (mgX} y

B,T.=bilirrubina total.

CREAT=creatinina (mgX),
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Tabla 4.11.

Resultados en las determinaciones bloquimicas en los voluntarics de sexo masculino.

VOLUNTARIO P.T. ALB, GLOB. UREA CREAT TGP TGO F.A. B.D. B.T.
8 1.7 4oy 3.3 4l.4 1.6 1.1 20,1 79.1 0.4 0.5
9 745 4 3.4 42.1 0.9 8.3 17.3 96.7 l0.5 0.8
10 7 4 k] .2 1 13.1 11.8 92.8 0.3 0.5
11 6.9 4.2 2.7 28,2 0.9 9.3 21,1 59.5 0.5 0.6
12 6.4 3.7 2.8 33.2 0.9 13.1 - 21.4 92.4 0.3 0.6
13 6.3 3.7 2.6 1.7 0.7 12.9 24,5 68.9 0.5 0.5

Las abreviaturae son iguales a las de la tabla 4.10,



‘Tabla 4.12. Valores individuales de la concentracién
p;asmdtica médxima Cp mdx y tiempo para alcanzarla (T max)

resultantes en cada voluntario.

Voluntario Cp mix T méx

(ng/ml) th)

1 138. 0644 1.0
2 121,9750 1.0
3 100.4101 1.0
4 58.9480 2.0
5 194.5022 1.0
) 153.2870 1.0
7 579.9992 2.0
8 68.5370 2.0
9 105.0155% 1.0
10 84,7246 1.0
11 136.4058 2.0
12 107.3764 1.0
13 270.2450 0.5
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Tabla 4.13. Valores calculados por el método de los residucs para la eleccién del

modelo farmacocindtico en lom voluntarios de sexo femenino.

VOLUNTARIO HODELO  SUMA DE CRITERIO DE VALOR DE F F tablas
CUADRADOS AKATKE (142 (o =0,05)
1 HMADC 3.0333 23.0960 3045.8 9.55
2 MADC 16,3381 61,1510 34,6130 9.55
k) MADC 279,9455 57.0970 28.9320 19
4 MADC 63,3110 49,6120 26,9470 19
5 MADC 790.5197 78.7270 59.8780 9.35
6 MADC 172.5612 63.5080 85.7490 9.55

{1 a 2) = comparacifn entre modelo sbierto de 1 y 2 compartimientos.
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Tabla 4.14. Valores calculados por el métedo de los residuos para la eleccibn del modelo

farmacocindtico en los voluntirios de sexo masculino.

VOLUNTARIO  MODELO  SUMA DE CRITERIO DE - VALOR DE F F tablas
CUADRADOS AKAIKE (1 42) (a =0.05)
8 MADC 68,7654 54.307 4.4170 9.55
9 MADC 199.9471 64,191 41.381 6.94
10 MADC 17.1786 34,749 9.6371 199.5
11 MADC 746.7610 78,157 16.168 9.55
12 MADC 138,3903 61.301 31.631 9.55
13 MATC 130.8655 34,742 (2 A 3} T7B.T46 19

{1l a 2) = comparacifn entre modelo abierto de 1 ¥ 2 compartimientos,

J compartimientos.

(2 a 3) =entre 2
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Tabla 4.15. Parfmetros farmacocindticos para los voluntarics de eexo femenino, obtenidos por:

wétodo de les residuos (M.R.}, mdtodo incremental (M.I.) y ajuste no lineal (N.L.).

VOLUNTARIO o () B (h ke (1)
M.R. M.1 N.L. HeRe M.1. N.L. H.R. Ha1. Nl
1 0.2656  0.2554 0.2722 . 0.0132  0.013 0,033 3.2842 - 3,048
2 0.5683  0.5483 0.9606 0112 0.0112  0.0113 3.4643 - 1.4191
3 03532 0.2546 - 0.243  0.0195 - 36717 - -
4 0.3%2 03262 - 0.0053 0,004 - 15827 - -
5 01764  0.1714 - 0.0072  0.0089 -  7.443 - -

6 1,050 0.9303 1.2958 0.0294 0,006 0.0368 2.3406 - 1.,7497
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Tabla 4.15. (continuacién) Parfmetros farmacccineticos para los voluntarios de sexo femenino,

obtenidos por: mdtodo de los residuca (M.R.), método incremental (M.I.) y ajuste no lineal (N,L.).

VOLUNTARLO xl2 (h} k21 (K1) k10 (h~1)

M.R. M.1. N.L. M.R. M.I. N.L. M«Ra M.I. N.L.

1 0.1566  0.1203 0.1616  0.0758 0.072 0.0766 0,062 0,0416  0.0473
2 0.2952  0.3149 0. 45‘1 0.2598 0.2162 0.4986 0.0245  0.0284  0.0229
3 0,1743  0,1301 - 0.,1433  0.086% - 0.0599  0.0571 -

4 0.2417  0.2363 - 0.0765 0.0702 - 0.0233  0.0251 -

5 0.1122  0.1095 - 0.0376  0.0345 - 0.0338  0.0343 -

6 0.6783  0,5256 0.6016  0.2976  0.3552 - C.1037  0.0802 -
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Tabla 4.16.

nétodo de los residuos (M.R.), método incremental (M.1.) y ajuste no lineal (N.L.).

Parfmectros farmacocinéticos para voluntarics de sexo masculino, obtenidos por:

VOLUNTARIO e (n"1y s ot ka (h™ D

HoRe .1 N..  M&R, M1 NL.  M.R. 'RE N.L.
8 0.1065  0.,1165 0,12 0.,0074 0.0083 0.0086 2.0787 - 2.1379
9 0.3255  0,2455 0.3063 0.0083 0.0068  0.008 3.5721 - 3.9975
10 0.,1952  0.3375 - 0.389 0,039 - 7.8901 - -
11 0.8619  0.8669 0,8723 0.0118 0.0098 0,088 1.6561 - 1.1404
12 0.8119  0.3825 - 0.0086 0.0075 - 2.2758 - -
13 - 2,7818 - 0.1272 = 0,0085 ka = 6,0041
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Tabla 4.16. (continuacién) Parfmetros farmacocinéticos para voluntarfoe de sexo masculino obtenidos por:

método de los residucs (M.R.), método incremental (M.l.) y ajuste no lineal (N.L.).

VOLUNTARIO k12 (trl ) k21 {h -J') k10 (b~

M.R. H. L. N.L. H.Ro M.1. N.L, H.Re M.I. Nl

8 0. 0442 0.0479  D.0474  0,0555 0.061 0,0654 0.0142 0,0158 0.0158
9 0.1733 0.142 0.17 0.1418 0.0922 0.1246 0.0191 0.01B1 0.0197
10 0.0145 0,016 - 0.1766 0.3012 - 0.043  0.0437 -

11 0.5769 0.,6343  0.5283  ©.2796 0.199%  0.3277 0. 0372  0.0425  0.026l
12 0.5022 0.2127 - 0.2946 0.15'53 - 0. 0237 0.018 - .
13 . 1.7679 - - 0.6723 - - 0.1479 - -

k13 = 0,2982 k3l = Q.0302




2.1, AnAlisis de Momentos Estadi{sticos

A fin de comparar los resultados de &rea bajo la curva
de concentraciétn plasmatica - tiempo de ceroc a infiﬁito
(ABCQ’: se elaboraron las tables 4.17. Vv 4.18. donde Be
muestran los valores calculados por la ecuacidén integrada
utilizando el teorema de L'Hopital vy por el algoritmo de
trapezoildes lineales y logaritmicos. Asimismo, Se
determinaron los tiempos medios de residencia v el tiempo
de vida media de eliminacién para cada voluntario, ios
resultados aparecen en las tablas mencionadas
anteriormente. )

En 1982, Vaughan y colaboradores (116) publicaron un
método basado en el tiempo medio de residencia de un
farmaco para conocer su volumen de distribucién en el
compartimiento central durante el estado estacionario.
siendo este cidlculo modelo vy administracién independiente
para sistemas catenaricos vy mamiliares.

Por otra parte, con el objeto de verificar el método

mencionado se determiné el volumen de distribucién del

compartimiento central en el estado estacionario utilizando

para tal efecto las microconstantes de transferencia
intercompartamentales suponiendo una abeorcidn completa
completa para cada voluntario; los valores resultantes se

muestran en las tablas 4.19, v 4.20,
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Tabla 4.17. Momentos estadisticos y tiempo de vida media de eliminacifn para voluntarios de sexo
femenino. (l)=frea bajo la curva obtenida utilizando la ecuacifn Cp (t), (2) obtenida con trapezoides

lineales y (3) con traperoidea logarftmicos.

VOLUNTARIO ABCo (1) ABCG (2) ABCY (3) MR (3) TI/2 8
(ng/ml/h) {ng/ml/h) (ng/ml/h}) (h) {h)

1 3564.119 3681.786 3682.239 64.786 52,116

2 6029.172 6153.101 6148.695 84.101 58.248

3 1908,501 1907.593 1919.382 38.465 28.525

4 3552.880 3592.925 3610.204 175.607 130.783

5 5138894 6009.658 6011.715 116,508 96,270

6 2225.879 2430.475 2411.108 29.994 18.836
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Tabla 4.18, WHomentos estadf{sticos y tiempo de vida media de eliminacidn para voluntarios de sexo
masculino. (1)=Erea bajo la curva obtenida integrande la ecuncibn Cp (tr), (2} utilizando trapezoides

lineales y (3) trapezoides logarftmices.

VOLUNTARIO ABC o (1) AC (2) ABC, (3) THR (3) TI/2 B
(ng/ml/h) (ng/ml/h) {ng/ml/h) {h) (h)

8 4519.222 | 4632,315 4619088 109.811 80.599

3 6145.341 6483.738 6489901 125.686 86.643

10 1595.872 2027. 089 1988.227 25.621 17.819

11 6056.52 6106.574 6099.174 97.107 70,729

12 6851.23 7068.367 7080.966 119.54 80,599

13 3954.875 3862.015 834,272 93.33 81.547




Tabla 4.1%. Volumenes de distribucién de diazepanm
determinados por el método de Vaughan y utilizande (2) la
ecuacidn: Vd(EE) = V1 { 1+ ki2/k21 ) para los voluntarios

de sexo femenino.

Voluntario Vd(EE)} (L) VA(EE) (L)

Método de Vaughan (2}
1 87,9704 91,9828
2 68,3890 69,8019
3 100.2003 96,9768
4 243,2096 245,6084
5 97.15045 98,6808
6 62.19%4 50.8261

VA(EE) = volumen de distribucién en el estado estaclonario;
Vi = volumen de distribucién en el compartimiento central
en litros; k21 y k21 = microconstantes de transferencia en

los compartimientos L y 2 (l/horas}.
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Tabla 4.20, Volumenes de ditribuclén de diazepam
determinados con el método de Vaughan y utilizandeo (2) la
ecuacibn: VA(EE} = V1 { 1 + ki2/k21 } para los voluntarios

de sexo masculino,

Voluntario Vd(EE} (L) Vd(EE) (L)

Método de Vaughan (2)

8 . 119.8663 120,2902

g 96,8320 97.68193

10 64,4315 63,3702

11 76.606% 86.2501

12 84,4093 83,2448

13 121.70a43 -

VA(EE) = volumen de distribucidn en el estado estacionario;
vdl = volumen de distribucién en el compartimiento central
en litros; k21 ¥ kiZz = microconstantes de transferencia en

los conmpartimientos 1 y 2 (i/horas).
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2.2. Disefio de Regimenes de Dogificacién

En las tablas 4.21. y 4.2z, se muestran los regimenes
de dosificacién asi como la concentracién plasmatica minima
y méxima en el estado estaclonario de diazepam calculados
para los voluntarios de sexo femenino utilizando el mdtodo
uno, ¥ el fundamentado en el tiempo medio de residencia de
acuerdo & la seccidn III.2.i. Los resultados obtenidos para

los participantes de sexo masculino aparecen en las tablas

4.23., ¥V 4.24.
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Tabla 4,21, Regimenes de dosificacién v valores

individuales de las concentraciones plasméticas minima

EE
min

estacionario en los voluntarios de sexo femenino calculados

(Cp Y oy lemgﬁ ) mAXima de diazepam durante el estado

conh el método uno,

B EE
Voluntario bm r cPhin cp nEx
ing) th) (ng/ml)

1 5 24 111.4688 248 .4241

2 5 24 217.9755 343,9027

.3 5 12 110.9218 220.4343

4 5 24 139.3950 198,0435

S 5 24 197,0538 387.86877

6 5 12 124,7990 299,1415

D* = Dm; D* = dosis de carga; = intervalo de dosificacién

y Dm = dosis de mantenimiento,
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Tabla 4.22. Regimenes de dosificacién y valores
individuales de las concentraciones plasmAticas minima

EE ) ¥ méxima leggx) de diazepam durante el estado

‘cpmin m

estacionario en los veluntarios de sexo femenino,
calculados con el método fundamentado por el tiempo medio

de residencia del farmaco.

Voluntario Dm r Cp E\in cp ::x
img) (h} ing/ml:
1 5 29 90.8554 226.0984
2 5 60 73.9484 190, 3387
3 5 23 50.8484 154, 6824
4 5 59 52.4884 109, 2681
5 5 40 107.3890 302,93565
5 5 19 67.8074 231, 4639

D* = Dm; D* = dosis de carga; Dr = dosis de mantenimiento;

re intervalo de dosificacidn.
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Tabla 4.23, Regimenes de dosificacién y valores
individuales de las concentraciones plasmAticas minima
tchfﬁl y mAxima thﬁgx ) de diazepam durante el ef;ado
estacionario en los voluntarios de mexo masculino,

calculados por el método uno,

Voluntario Dm r Cp :fn Cp :gx '
\mg) th) tng/ml)

a 5 24 164.9997 229,6641

9 5 24 216. 4640 326.6404

10 5 12 145,4620 223,3524

11 5 24 237.2506  364,7319

12 5 24 245,9629 360.4018

13 S 24 116.2850 386,5809

D* = Dm; D* = dosls de carga; Dm = dosls de mantenimiento;

r= intervalo de dosificacidn.

13s
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Tabla 4,24, FRegimenes de dosificacién v valores

individuales de las concentraciones plasmiticas minima

EE

EE
(Cpmin ) ¥y maxima tchax

} de diazepam durante el estado
estacionario en los voluntarios de sexoe masculino,
calculados por el método fundamentado en el tiempo medio de

residencia del férmaco.

Voluntario Dm r Cp:?n Cpi?x
{mg} thy (ng/ml}
8 5 -86 36,2721 101.8238
S 5 69 66.6581 168.6949
10 5 53 32.1507 113.6314
11 5 52 86,8303 224,7515
12 5 58 91.0800 196. 7671
13 ] 8z 28,1120 296.4636

D* = Dm; D* = dosis de carga; Dm = dosis de mantenimiento;

r = intervalo de dosificacién.
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CAPITULO Vv

DISCUSION DE RESULTADOS

1. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA
LA CUANTIFICACION DE DIAZEPAM EN PLASMA

1.1, Selectividad

De acuerdo'a los cromatogramas obtenidos en el método
de cromatografia de gas - liquido (figura 4.1.) Be puede
observar que no se registran sefales de componentes del
plasma que interfieran en la determinacién de diazepam. For
otra parte, al caracterizar oxazepam, uno de los
metabolitos del fArmaco (figura 4.Z.), se determind que
este no interferia durante se analisis ya que la resolucibn
entre ellos es de 1.0 equivalente a una separaclén dl 98%.

Asimismo, para probar la selectividad del método de
cromatograf{a de liquidos, se obtuvieron cromatogramas
tipicos (figuras «.4. y 4.5.) en los cuales se puede notar

que no existen sefiales de compuestos del plasma, asi como

tat



una buena resolucién entre diazepam v oxazepam.

1.2. Concentracién Minima Detectable

En el método de cromatograffa de gas - liguido
utilizado para la determinacidn de diazepam en plasma, se
pude detectar una concentracién minima de 7 ng/ml, mientras
que en cromatografia de liquidos fue de 8 ngsml.

El limite de determinacién puede disminuir en

cromatografia de gases 51 se aumenta el volumen de muestra.

1.3. Linealided

En la representacién grafica de los resultados
obtenidos por cromatografia de gases (figura 4.3.) se
muestra que se presentd una linealidad satisfactoria en el
intervalo de conccentracibén de 15 a 120 ng/ml, con un
coeficiente de correlacién de 0.9982, a concentraciones
mayores (250 ng/ml) no hay un comportamiento lineal entre
la relacién de 4reas - concentracidén. Resultados similares
observaron Arnold y colaboradores quienes publicaron (87)
que existe una relacién lineal limitada en la
cuantificacién de diazepam en plasma por este método. Tal

efecto gse manifiesta, debido a que tal vez, exista una
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saturacién en el sistema de deteccién. Fara evitar este

.problema. se recomendaria que en el caso de cuantificar

diazepan en muestras plaeméticas concentradas, estas se
preparen de acuerdo a la técnica descrita en la seccidn
171.1.2.5., v 8l reconatituir las muestras antes de su
andlisis en cromatografia de gases, se haga en un volumen
mayor de benceno que el indicado, a fin de manejar
concentraciones dentro del intervalo lipeal. Sin embargo,
por esta modificacion me tendria que validar nuevamente el
nétodo,

En el ajuste de minimos cuadrados a los resultados
obtenidos en el anélisis de muestras plasmiticas por
cromatografia de liquidos se encontré un coeficiente de
correlacibébn de 0.9980 en el intervale de concentraclién de
15 a 1000 ng/ml (tabla 4.5.): al efectuar un andlieis de
varianza se obtuvo un valor F de 988.5311 que al compararlo
con el valor de tablas (a = 0.05) es mayor, indicando que

e) método es lineal en ese intervalo de concentracién.
1.4, Repetibilidad
Con el propbsito de determinar la repetibilidad de los

métodos en un mismo dia, se calculé el coeficiente de

variacién (%) para cada concentracién en el método de



cromatografia de gases itabla 4.1.) v de liquidos (tabla
4.5.) en las cuales se obtuvieron valores méximos de
8.6095% vy 6,8563%, respectivamente,

La repetibilidad en diferentes dfas presenté un
coeficiente de variacién mas alto de 9,5157% para el
método de cromatografia de gases y de 156.2342% para el de
liquidos, por lo que se considerd conveniente preparar una
curva de calibracién cada dia que se cuantificara diazepam
en muestras plasmdticas.

Por otra parte, para determinar la repetibilid;d en la
exactitud de ambos métodos analiticos en diferentes dfas se
compararon por medio de una prueba de "t" los % de
extraccién promedio de diazepam obtenidos en cada dfa
ttabla 4,4, para CGL y tabla 4.8, para CLAR). Los valores
resultantes mostraron que nc existen diferencias al 95% de
confianza en la exactitud de los métodos en diferentes

dias.
1.5. Senaibilidad

Al analizar los resultados obtenidos en las pendientes
de las grificas {tablas 4.1. ¥ 4.5.) en cronatografia‘de
gas - liquido (0.0030} vy lfquidos (0.0013) se pudo observar
que la cuantificacién de diazepam en plasma es dos veces

mds Bensible en cromatografia de gases que en lf{quidos.
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l.6. Exactitud

A fin de conocer la exactitud de los métodos
analiticos estudiados se calculd el rendimiento en la
extraccidn para cada técnica (tablas 4.4. ¥ 4.8.),
obteniéndose para cromatograffa de gases una recuperacidn
del 95,1551%, mientras que cromatografia de liquidos me
observa de 69.6389%.

Una comparacién de los valores promedio mencionados
anteriormente, utilizando para tal efecto una prueba de
contraste de hipétesis se muestra en la tabla 5.1., en la
cual se puede observar, que existen diferencias
estadisticamente significativas al 95% de confianza entre
las dos técnicas de extraccidn.

Con el cbjeto de aumentar la eficilencia en la
extraccion de diazepam utilizada en el método de
cromatografia de liquidos se varié el pH de extraccién
liquido - liquido a valores de 6, 7, & v 9; asi como el
tiempo de agitacién de las muestras a 1.5, 3 y 5 minutos en
la técnica descrita en la seccién III.1.2.5. Los resultados
indican que no existen diferencias en la recuperacidn del
farmaco al variar dichos factores; sin embargo, las
condiciones se eligieron de acuerdo a la limpieza obtenida

en el anAlisis de las muestras. Asimismo, se probé la
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Tabla S.1. Evaluacién estadistica del rendimiento en la
extraccidén de diazepam en plasma utilizando cromatografia

de gases v liquidos t (tablas a = 0.05) = 2,21,

Método % de recuperacidén tical)
analitico
cromatografia 95,1551 {4.6306) 7.6524
de gpses
cromatografia 69.6389 (5.4616)

de liquidos
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extraccién de diazepam con otros disolventes (cloroformo,
benceno, tolueno y acetato de butilo}, encontréndose que
con ellos, se extraian compuestos del plasma con tiempos de
retencién muy cercanos al farmaco, lo cual provoca que la
técnica no fuera especifica para la cuantificacién del

diazepan.
1.7. Tiempo de Andlisis

El tiempo de anAlisis requerido para las muestras en
cromatografia de gases de 15 minutos, mientras que en
cromatografia de liquidos de 10 minutos.

Con el objeto de realizar una comparacién entre los
parametros encontrados en los dos métodos analfticos, se
elaboré la tabla 5.2., en la cual se muestran los
resultados obtenidos.

Cabe menclonar que, el intervalo lineal limitado en el
método de cromatografia de gases provoca que se requieran
modificaciones en la técnica de preparacién de las muestras
plasméticas sji s; utilizara el método para la
cuantificacidn del farmaco en estudios de dosificacién
mdltiple de diazepam; sin embargo, el método seria de
eleccién en estudios de dosificacidn dnica. En este trabajo
las concentraclones obtenidas se encontraban dentro del

intervalo lineal.

147



Con respecto a la exactitud del método de
cromatografia de liquidos, no era la éptima; sin embargo,
es vAlido ya que cumplia con los demis parametros. De
acuerdo a su sensibilidad, el método seria de mayor
utilidad si se empleara en estudios de dosificacién

mdltiple de diazepam.
1,8, Fruebas de Establlidad en Plasma

Para determinar la estabilidad quimica de diazépam en
plasma, en los resultados obtenidos en las muestras
alpacenadas durante cuatro semanas (tabla 4.9), se efectud
un anhlisis de varjanza la cual aparece en la tabla 5.3.,
en ella ge puede observar que el valor calculado de F es
menor que el valor de F en tablas, lo que indica que no
existen diferencias estadisticamente significativas en las
cantidades de fArmaco presentes en las muestras plasniticas

durante cuatro semanas.
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Tabla 5.2,

Comparacién de los métodos analiticos

utilizados para la cuantificacién de diazepam en plasma.

Valores promedio (desviacién estAndar).

Pardmetro M&todo Analitico
cromatografia de cromatografia de
gas - liquido liquidos
Selactividad + +
Volumen de 0.2 0.5
muestra (ml)
Conc. minima
detectable (ng/sml) 7.0 8.0
Intervalo
lineal (ng/ml) 15 a 120 15 a 1000

coeficlente de
variacién (%}

Sensibilidad
Recuperacién (R)

Tiempo de
andlisis (min}

4.0024 (2.5684)
0.0030
95,1551 (4.6306)

15

6.1273 (1.1084)
0.0013
69.6389 (5,4616)

10
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Tabla 5.3. AnAlisis de varianza para concentraciones de

diazepam en plasma obtenidos en diferentes semanas.

Fuente de Grados de Suma de Hedia F
varlacion libertad cuadrados cuadrética

Entre

semanas 3 0.0028 0, 0009 0.4865
Dentro de -
las Bemanas 12 0.0222 Q.0019

Total 15 0.0250

2, ESTUDIQO FARMACOCINETICO

De acuerdo a los resultados presentados en el apdndice
1, se determind que las tabletas de diazepam se encontraban
dentro de especificaciones en la prueba de disolucidn de la
USP XXI (117), por lo cual se utilizaron en el presente
estudio.

Con respecto a las caracteristicas fisicas de los
participantes del estudlio existia una amplia variacién en

el peso, talla corporal y edad {tabla 3.1.), esto es de
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interéds. va que se ha encentrado que la farmacocinética del
diazepam se ve afectada por caracteristiéas como la
obesidad y la edad de los pacientes.

En las tablas 4.10. y 4.11. puede observarse, que en
la mayoria de los voluntarios los niveles de proteina
sérica se encontraban bajos con respecto a los valores
normales. Este resultado es importante, debido a que el
diazepam se une ampliamente a protefnas, y una modificaci6n
en ellas puede alterar la dispoBicién del farmaco.

FPor otra parte, en la voluntaria 4 se obtuvieron
manifestaciones biocquimicas de dailo hepAtico indicadas por
las concentraciones alteradas en proteinas, urea, TGO,
creatinina y fosfatasa alcalina (tabla 4.10.},

Durante el andlisis cuantitativo de las muestras
plasmAticas obtenidas después de la administracidén del
diazepam, se registraron cromatogramas con sehales
dnicamente a los tiempos de retencidn del férmace vy su
estindar interno (no se registraron picos correspondientes
a oxazepam): en las muestras previas a la administracién
del medicamento (tiempo cero) no se detectaron compuestos a
los tiempos de retencién de interés,

Los valores de concentracién plasmitica maxima de
diazepam alcanzada para cada participante se muestran en la

tabla 4.12., en la cual se puede observar una amplia
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variﬁcién en ellos, ya que van de 58.95-3 270.25 ngrml, con
"un promedio de 126.29 y desviacién estédndar de 58.31;
asimiemo, para timdx) se obtuvo un intervalo de 0.5 a 2.0
horas con un promedio de 1.125 v desviacién estandar se
0.433,

La eleccidn del modelo farmacocinético adecuado para
cada voluntario, se fundamentd en la suma de cuadrados,
criterio de Akaike y la F estadistica (tablas 4.13. ¥
‘ 4.14,), los valores obtenidos en las tablas anteriores
mostraron una dispersién muy amplia, sin'embargo para todos
ellos {excepto el voluntaric 13} los datos experimentales
Cp (t) pe ajustaron a un modelo abierto de dos
compartimientoﬁ (MADC) .

En un MADC con administracién de primer orden, existen
tres pogibilidades (114): a) cuando la eliminacién del
férmaco es exclusivamente del compartimiento central,

b) cuando la eliminacién ocurre Gnicamente del
compartimlento periférico v ¢} la eliminacién es por ambos
compartimientos, Paras el casc de la cinética de diazepam en
el organismo, sSe ha publicado (42), que el fArmaco se
elimina exclusivamente por el compartimiento central a
través del metabelismeo, va que k10 (constante de velocidad
de eliminacién del compartimiento central) es

aproximadamente igual a la constante de formaclén del



desmetildiazepam (metabolito principal de diazepanm!.

El cAlculo de los pardmetros farmacocinéticos de
diazepam para cada voluntario siguiendo el modelo
mencionado se llevb a cabo utilizando los métodos: de los
residuos, el incremental de Gerardin y un ajuste no lineal,
los valores resultantes aparecen en la tablas 4.15. v
4.16., en ellas se puede observar la gran variacién
interindividual obtenida en las microconstantes de
transferencia del modelo farmacocinético.

Los valores de las microconstantes de velocidad de
tansferencia para el MADC de diazepam encontrados en este
trabajo, Be agsemejan a los publicados en la literatura por
Eatman y colaboradores (43), ya que estos investigadorgs
encontraron valores de 0.0145 a 0.5769 para k12, 0.0345 a
0.4986 para k21 y de 0.0156 a 0.057 para ki0 en un estudio
farmacocinético utilizando esta benzodiazepina en 6
voluntarios Banos.

Para comparar los métodos de Gerardin y el ajuste no
linerl, se normalizaron los valores de los pardmetros
encontrados tomando como referencia el método de los
residuos; la representacién gridfica de los resultadoes se
muestran en las figuras 5.1, a 5.5. donde puede apreciarse
que, de manera general, existe mayor diferencia entre el

método de ajuste no lineal con respecto a los otros dos



nétodos en los cuales se obtuvieron resﬁltados gimilares;
lo que indica que el método de les residuos y el
incremental, en este caso, son equivalentes para el cdlculo
de las microconstantes de transferencia
intercompartamental.

be acuerdo a la bibliografia {(112), el mé&todo
incremental presenta ventajas sobre el de los residucs, ya
que es un algoritmo que determina mas exactamente el valor
de dichas microconstantes al compararlos con loe obtenidos
con ajuste no lineal, sin embargo, en este estudio, no sé
observé estc, debido a que el intervalo en los tiempos de
muestreo fue muy grande y no se presenta un comportamiento

lineal entre dos puntos como supone este método.
2.1. AnAlisis de HMomentos Estadisticos

El tiempo en el cual se tomaron las muestras
sanguineas durante el estudio fue insuficiente, la fase
de eliminacién del diazepam no pudo caracterizarse
adecuadamente, esto provoca error al estimar el ABCZ de
de la Cp (t) utilizando el algoritmo numérico de
trapezoides lineales. Por otra parte, se caracterizaron
lap ABCS’ con trapezoides logaritmicos & integrando la

ecuacidn por medic del teorema de L'Hopital (tablas
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4,17. ¥y 4.18.), en ellas se observéd una amplia variacién
interindividual va que los resultados se encontraban de
1599.87 a 6851.23 con promedio de 4608.51 y desviacién
estdndar de 1765.18. Los valores de ABCZ se utilizaron
para el cdlculec de los tiempos medics de residencia, aei
como para la determinacidn de las microconstantes de
transferencia por el método de Gerardin,

Loas valores resultantes por el método de trapezoldes
Be normalizaron con respecto a.los encontrados, empleando
la ecuacién integrada con el objeto de confrontar los tres
procedimientos mencionados, las diferencias se pueden
apreciar en la figura S5.6.

El método de cAlculo que més se aproximé a los
resultados obtenidos con la ecuacién integrada fue el de
trapezoides logaritmicos por lo que se eligié para
determinar el tiempo medio de residencia (TMR:.

En los valores de TMR vy tiempo de vida media de
eliminacién de diazepam, se observd una gran dispersién,
sin embargo la voluntaris 4 presentd un valor muy aslto
con respecto a los demé&s (175,61 y 130.78 horas,
respectivamente}, este hallazgo sBe& puede atribuir a un
mal funcionamiento hepético en ella (indicado por loe
niveles alterados en las pruebas bioquimicas}) que

provoque una eliminacidn lenta del fArmaco. No cbatante, en
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esta voluntaria, no se manifestaron efectos adversos
provocados por el diazepam, durante el estudio,

Para evaluar el método de Vaughan que calcula el
Vd(EE) se determind este pardmetro con las
microconstantes de transferencia intercompartamental
{tablas 4.19. ¥ 4.20.}, a los resultados se les aplicd
la prueba U de Man Whitney la cual indicé que no hay
diferencia significativa (a = 0.05} entre los dos métodos
de cAlculo para este volumen.

Al ipual que los pardmetros farmacocinéticos
anteriores, en los volumenes de distribucién se encontrd
una variacién muy amplia, observandese que para la
voluntaria 4 el valor fue mayor que los demés
participantes en el estudio, Este hallazgo estd de
acuerdo con algunas investigaciones publicadas (118) en las
cuales se ha encontrado que en estado de enfermedad
hepAtica el % de unidén de diazepam a proteinas plasméticas
disminuye significativamente con respecto a voluntarios
sanoe, debido a que en estos casos existe acumulacidén de
compuestos enddgenos, que pueden provocar la disminucién de
la unidn del faArmaco a albdmina; aumentando asi la fraccidn
libre, por lo tanto, el diazepam queda disponible para
distribuirse a otros tejidos principalmente el adiposeo,
donde se puede acumular debido a Bu lipofilicidad, ¥

aumentar asi el volumen de distribucidn.
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2.2. Disefio de Regimenes de Dosificacién

Las concentraciones plasmdticas de diazepam
calculadas con el método de superposicién a partir de
los regimenes de dosificacién obtenidos por el método
uno y el fundamentado en el TMR (2) aparecen en las
tablas «.21, a 4.24,., en ellas se puede apreciar que de
manera general, existe mayor fluctuacién entre los
niveles del fArmaco utilizando el método dos que con el
uno. Por otra parte, la concentracién plasmAtica minima
durante el estado estacionarioc obtenida con el método
des en cada voluntario fue mencr de 100 ng/ml, la cual
ha sido reportada (5} como la minima efectiva para
disminuir los estados de tensién y ansiedad, provocando
que potenclalmente el intervalo de dosificacién (calculado
por el método 2) pudiera ser lnefectivo en la préctica. Una
prueba de Man Whitney a loa valores, mostrd con un 95% de
confianza que existen diferencias entre los dos métodos.

En amboB procedimientos utilizados, se determind
upa amplia variacién en las concentraciones plasmiticas del
fArmaco durante el estado estacionario, este hecho
concuerda a que en la practica, se recomienda que las dosis
de diazepan se individualizen de acuerdo al diagnéstico de

cada paciente v a la respuesta terapdutica observada (8).
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Para la voluntaria 4, en quien Be esperarfa un
intervalo de dosificacidén muy prolengado, por su tiempo
de vida media de eliminacién alto, se obtuvo un régimen
similar a los demds participantes en el estudio, esto se
debe a que su volumen de distribucién es muy grande y
para alcanzZar una concentracién plasmatica de 100 ngsml
ge requiere una desis continua, sin embargo, este
esquema de dosificacién, puede ser de alto rieggo, va
que la relacién k21/kl2 para ella es muy haja y podria
haber acumulacién del fArmaco en el compartimiento’
periférico durante una adninistracién crénica. En eBte
caso para prevenir complicaciones terapéuticas, se
propoendria utilizar otra benzodiazepina tcomo oxazepam},
en la que 8u eliminacidén no se viera afectada por fallas

hepéticas (118).
2.3. Diferencia entre sexos

En algunas investigaciones, realizadas por
Routledge (53) en 1980 y Davis {(54) en 1985, se
encontrd que existe diferencia significativa en el % de
unién de diazepam a proteinas plasmdticas con respecto
al gexo de los voluntarios estudiados, siendo mayor el

fArmacc libre en mujeres i(sobre todo las que ingerfan
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anticonceptivoe} que en hombres; esto se ha atribuido a
Ber una consecuencia del aumento en la concentracidén
sérica de Acidos erascs esterificados que desfavorecen
la unién del férmaco a albamina. Este efecto puede tener
consecuenclag en la farmacocinética del compuesto.

Con el fin de conccer si existen diferencias
estadisticamente significativas entre sexos en la
farmacocinédtica de diazepam en los voluntarios
participantes en el estudio, se aplicd la prueba U de
Man Whitney para contrastar los pardmetros
farmacocinéticos calculados, los resultados mostraron
con el 95% de confianza que no existen diferencias entre
sexos en dichoe parémetros. Asimismo, se determiné el
promedio y la desviacién estindar de cada uno para
hombres y mujeres, los valores obtenidos aparecen en la
tabla 5.4., los que muestran la gran dispersidn que

exingte entre ellos.

2.4, Efecto de la Edad Sobre los Paradmetros

Farmacocinéticos de Diazepanm

Existen trabajos publicados en los cuales se ha

encontrado influencia de la edad de los pacientes sobre

la disposicién del diazepam, generalmente, en ellos se
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ha estudiado un intervalo amplio de edad (20 a 90 afios)
(29, 31, 60). A fin de conocer si existfa una relacidn
directa entre los paréimetros farmacocinéticos v la edad
de los voluntarios (intervalo de edad de 61 a 92 afiosy},
se realizé un ajuste de mifnimos cuadrados a estas dos
variables. Los valores resultantes de interceptos,
pendientes, coeficientes de correlacidén y F estadistica
calculados se presentan en la table 5.5., en la cual se
puede notar gque el valor de F calculado es menor que el
que aparece en tablas, por lo que no existe una relacién
lineal entre la edad y los parédmetros farmacocinéticoes
estudiados; excepto para el volumen del compartimiento
central (V1i/F).

Por otra parte, con el objeto de evaluar si existe
influencia de la interaccidén entre las caracteristicas
fisicas de los voluntarios sobre algin parametro de
eliminacién o disposicidn del farmaco, Be realizd una
regreslén lineal mdiltiple tomando como variables
independientes: la edad, superficie corporal y sexo;

y como variables de respuesta: el t+ de eliminacidn, ki0,
g, k12, k21, ki2/k21, VdEE, V1/F y Cl/F de diazepan.

Del andlisis anterior, las variables que mejor se

ralacionaron fueron: edad, superficie corporal vy sexo

con k10. La matriz de correlacidén lineal simple entre
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estas dos variables se presenta en la tabla 5.6., en
ella gse puede notar por 1os valores de los coeficlientes
que estas son lndependientes.

Los resultados obtenidos después del andlisis de
regresién miltiple se muestran en la tabla 5.7., en
ellos se encontrd que existe una relacién entre los
factores anteriocres ya que la F calculada es
significativa a un valor de a = 0.05 y el coeficiente de
determinacién (r2) es alto, por lo que la eliminacién
del fArmaco a partir del compartimiento central, no
depende dnicamente de la edad, sino de la interaccién
entre este factor y el mexo de los voluntarios, siendo
nmds estrecha esta relacién en los participantes de sexo
femenino,

En los cdlculos se suprimieron los voluntarios 4 y
13 debide a que uno presentaba falla hepidtica y el otro

un modelo abierto de tres compartimientos.
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Tabla 5.4. Valores promedio (desviacién esté&ndar) de los

parAmetros farmacocinéticos encontrados en los voluntarios.

En loB cdlculos se suprimieron los parametros de la

voluntaria 4.

PARAMETRO MUJERES HOMBRES
a (h™h 0.6116 (0.4902) 0.4611 (0.3547)
3 (h™h) 0.0187 (0.0119) 0.0137 (0.0123)
ka (h ) 3.4597 (2.4084) 3.8243 (2.6013)
k10 (h 1) 0.0437 {0.0198) 0.0257 (0.0105)
k12 (h™h) 0.3001 (0.2145) 0.2525 (0.2469)
k21 (h°Y) 0.2829 {0.2783) 0.1978 (0.1113)
Cp mAX (ng/ml)  141.6477 (35.4594)  128.7174 (73.0253)
T méx (h) 1.1667 (0.4082) 1.2500 (1.6124)
té a (h) 1.9390 (1.3951) 2.6477 (2.0859)
té B (h) 50.7989 (30.1773) 69.6559 (25.9141)
t# ka (h) 0.2793 (0.1602) 0.2730 (0.1900)
ABC, (ng/ml/h) 3773.3128 (1793.708) 5018.6047 (1914.739)
MR (h) 66.8306 (35.2199) 95.1824 (36.2869)
VAEE (1) 83.1819 (17.0790) 94.3084 (22.5572)
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Tabla 5.5, Regresifn lineal de los parfmetros farmacocinéticos de diazepam con la edad.

PARAMETRO N r Mo 1 F (cal) F (& =0.05)
B Y 9 -0.5456 -0, 0004 0.0613 3.0131 5,1200
T1/25 (h) 9 0. 4466 1.1522 ~12,7567 1,7443 5,1200
a (n"H 10 0.0750 0.0030 0.2376 0.0395 4.9600
T1/24 (h) 10 -0.2989 ~0.0511 61067 0.7851 4,9600
THR (h) 9 0.3731 1.5354 =15.6319 1.1317 5.1200
Cp méx Lo 0.3623 1.3146 22,9577 1.2087 - 4,96 00
{ng/m1)

N = n@imero de sujetos, r =~ coeficiente de correlaciln, M - pendiente e 1 = intercepto.
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Tabla 5.5. {continuacisn) Regresibn lineal de los parfimetros

farmacocinéticos de diarepam con la edad.

PARANETRO N r H I F (cal) P (@ w0,05)
k10 () 10 0. 4429 0, 0008 -0.0254 1.9522 4,96
k12 () 10 0.3567 0. 0078 -0.3063 1.1662 4.96
k2l (h ) 10 0.4969 0.0102 -0.5171 2.6235 4,96
vI/P (1) 9 -0.7076 ~1.017 111.6951 7.02 5.59
k21 /k12 10 0.379 0.1377 -9.4062 1.3461 4.96




Tabla 5.6. Matriz de correlacién obtenida en la regresidn
lineal,
Superficie Saxo k1o
corporal
Edad -0.1611 0.0421 0.5477
Superficie -0.7260 -0.0786
corporal
Sexo 0.5277
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Tabla 5.7. Andlisis de varianza de la regresién lineal

mltiple,

Fuente de Grados de Suma de Media F
variacién libertad cuadrados cuadratica

Regresidn 3 U.0053 v.0018 12,373%¢
Edad 1 0.6019 0.0018 12.93*
Sup. corp. 1 9.,0000 0.0000 Q.00
Sexo 1 0.00235 0.035 24,17
Residual 6 0.0009 0.0001

Total g 0.006%

r = 90,9278 Error esténdar = 0.0119

8 y +x indican valores significativos a a = 0.05 vy 0,01,

respectivamente,

Coeficiente t Intervalo de confianza al 95%

Constante -0.2849 t 0.1597
Edad 0.0017 £ 0,0010
Sup. Corp. 0.1077 % 0.0726
Sexo 0.0544 & 0.0271



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Para la cuantificacidén de diazepam en plasma se
evaluaron los métodos de cromatografia de gas - lfquido
y liquidos de alta resolucién, tomando en cuenta los
parémetros de linealidad, sensibilidad, repetibilidad,
selectividad y concentracién minima detectable.

Anbos métodos se consideraron adecuados para ser
utilizados en el estudio farmacocinético de diazepam. De
acuerdo a sus caracteristicas, se sugiere que el matodo
de cromatografia de gas - liquido se utilice en estudios
donde se administre en dosis dnica al férmaco, y el de
liquidos en adminimtraciocnes repetidas.

Se encontré que este firmaco en plasma es estable
durante cuatro semanas a -5 *C.

Asimismo, se determind que la farmacocinética de
diazepam en anciancs, se ajustd a un modelo abierto de

dos compartimientos en mujeres y hombres. Al calcular
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las microconstantes de transferencia infercompartamental
del modelo con el método de los residucs y el
incremental, los resultedos mostraron que ambos son
equivalentes en este caso.

Al calcular los momentos estadisticos, el algoritmo
de trapezoides logaritmicos demostré ser mAs preciso que
el de trapezoides lineales.

En los paradmetros farmacocinéticos determinados, se
observé una gran variacién interindividual, los cuales
son independientes de la edad y sexo de los voluntarios.‘
tomando eBtos factores aislados, sin embargo, la
interaceidn entre lae microconstantes de velocidad del
mocdelo, la eda& y el sexo influyen sobre la dispomicidn
del diazepanm.

En los tiempos de vida media del fArmaco, en
general se encontraron valores que estan de acuerdo con los
publicados en la literatura (50.8 £ 30.2 h, con respecto a
43 * 13 h), en reportes que sefialan una eliminacién lenta
en anclanos: por otra parte, se pudo observar que el tiempo
de vida media vy el volumen de distribucién se ven
notablemente aumentados en caso de falla hepatica.

En el régimen de dosificacién para cada
participante, de manera general, se encontrd un

intervalo de dosificacién muy amplio debido al t¥
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prolongado de diazepam, por lo que se recomendaria que
para disminuir dicho intervale y obtener mehores
fluctuaciones en los niveles plasmiticos del fArmaco en
ancianoe se utilice otro miembro del grupo de lasms
benzodiazepinas con un tiempo de vida media més corto.

En los dos métodos de chlculo utilizados para
determinar los regimenaes de dosificacién se encontraron
diferencias, siendo mis adecuado el método uno.

pDebido a las caracteristicas farmacolégicas de
diazepam (como el provocar dependencia y metabolitos
activos) y 1la gran variaclén interindividual en los
pardnetros farmacocinéticos, en la préctica se debe
individualizar la dosis de fdrmaco se acuerdo a las

caracteristicas de cada paciente,
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APENDICE 1’

PRUEBA DE DISOLUCION DE TABLETAS DE DIAZEPAM

1. HMaterial y Equipo

- aparato de disolucién automatizadoc Hanson kesearch
acoplado a un espectrofotdmetro Beckman modelo DU-50

- Balanza anlitica Mettler modelo H-54Ak

- Acido clorhidrico, R.A,, J.T. Baker

- Diazepam quimicamente puro obtenido de laboratorios
Grossman

~ Tabletae de Rbntipam con 5 mg de diazepam (laboratorios

Rontl S.A. lote 7-29/1 clave 3214}

2. Soluciones

Acido clorhidrico 0.1 N. Se tomaron 8.5 ml de HCl
concehtrade y se aforaron a 1000 ml con agua destilada.

Curva de calibracién de diazepam., Se pesaron 10 mg
de diazepam y se aforaron a 100 ml con HCI 0.1 N. De esta
solucién se tomaron alicuotas para la preparacidén de
diluciones con las concentraciones siguilentes: &, 4, 2, 1 ¥
V.5 pgsml, las cuales se leyeron en el espectrofotémetro a

242 nm.
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3. Validacién del Método Analitico
3.1, Linealidad

Con el fin de determipar si la relacién entre la
cohcentracién de diazepam y absorbancia era lineal, se
prepararon cuatro curvas de diazepam en HCl 0.1 N en el
intervalo de concentracién de 0.5 a 8 pg/ml.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
Al.1., en la cual se pueden observar los valores de
coeficiente de cerrelacidn, pendiente e intercepto
calculados; estos resultados se muestran graficamente en la

figura al.l.
3.2. Repetibilidad

La repetibilidad del método fue establecida
preparando cuatro curvas de diazepam en el medio de
disolucién a concentraclones de 0.5, 1, 2, 4 ¥ 6 yg/pl en
dos diferentes dias; con estos resultados se calculd el %
de coeficiente de variacién para cada concentracidn, les

que aparecen en la tablas Al.1. ¥y Al.2.
4. Prueba de Disolucién

La prueba de disolucién de las tabletas de diazepam

se realizé de acuerdo a las condiciones publicadas en la
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USP XXI (117): aparato nimero 1, medio de disolucién 900 ml
de HC1 0.1 N a 37 °C vy velocidad de agitacién 100 rpn.

Al desarrollar la prueba se colocaron seis tabletas
en el aparato de disolucién y se tomaron muestras durante
45 minutos cada S5 minutos para cada tableta. Las muestras
obtenidas se leyeron directamente en el espectrofotémetro y
la concentracién de diazepam se determinéd interpolando el
valor de la absorbancia en la curva de calibracién del
fédrmaco en HCl 0.1 N. Los resultados se muestran en la

figura Al1.2,

Tabla Al.i. Valores promedio de absorbancia obtenidos al

analizar cuatro curvas de calibracién de diazepam en HC1

0.1 N {dia 1)
Concentracién de Absorbancia Coeficiente de
diazepan (pgsml) (desv. est.) variaciédn (R%)

v.5 2.0850 (0.0028) 3,3276

1.0 0.1580 {0.0018) 1.1555

2.0 0.3043 {(0,0033) 1,0860

4,0 0.5965 (0.,0083) 1.3995

8.0 1.1765 {(0.0148)} 1,.2580

r = 1.0000 M = 0.1455 I = 0.0129
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Tabla Al.2. Valores promedio de absorbancia obtenidos al
analizar cuatro curvas de calibracién de diazepam en HCl

U.1 N (dia 2).

Concentracién de Absorbancia Coeficiente de

diazepam (pg/ml) {desv. est.) variacién (%)
9.5 ' 0.0820 (0.0014) 1.7247
1.0 0.1503 (0.0031) 2.0322
2,0 0.2830 (0.0028) 0.9994
4.0 0.5520 (0.0042) 0.7686
8.0 1.0933 (0.0095) 0.8693
r = 1.0000 M = 0.1348 I = 0.0145
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APENDICE 2

METODO INCREMENTAL PARA LA ESTINACION DE
MICROCONSTANTES DE VELOCIDAD PERTENECIENTES
A FARMACOS QUE SIGUEN UN MODELO ABIERTO DE

D03 COMPARTIMIENTOS

Este método ha sido propuesto por Gerardin v
colaboradores en 1983 (112). Esta basado en las ecuaciones
diferenciales que describen un MADC con una farmacocinética
lineal v eliminaciébn del compartimiento central, La
ecuacién del balance de masa del fArmaco a un tiempo t en

este modelo es:
A= Al + A2 + Ae L

donde A, Al, A2 v Ae son la cantidad de farmaco absorbido,
las cantidades en los compartimientos L v 2, vy la cantidad
elimipada, respectivamente. Vi1:Cp. donde Vi es el volumen
aparente del compartimiento central y la Cp la
concentracibn del fArmaco en plasma, puede ser sustituide
por Al. Al integrar la ecuacién diferencial que describe la
eliminacién del farmaco, dAe = ki0.Al, resulta:

e

t t
Ae =Jf ki10-Al-dt = k1Q:V1 J.Cp-dt o k10'V1'ABC;
o] o
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t
o

plasmdtica-tiempo entre 0 y el tiempo t. Cuanto t=+ =

donde ABC® es el Area bajo la curva de concentracién

se obtiene;
FD = k10-V1 -ABG;

t
Sustituyendo V1:Cp v k10:-V1i:-ABCo ¥ Al V Ae,
respectivamente, en la ecuacidén (1) y multiplicando ambos

lados de la ecuacién por 100 se obtiene:

FD
106 - A= A(R) = 100 Cp  + ABCE | + A2(%)  (2)
= k1o }

FD ABC
o

donde A(R) y A2(R) son A y AZ expresados como el % de la
cantidad de la-FD absorbida después de la administracidén
del fédrmaco.

81 consideramocs un intervalo pequelio de tiempo 4 t,
tal que tl1 sea el tiempo inicial v t2 el final (t2 = t1 +
At). La cantidad de farmaco absorbido durante el
intervalo de tiempo, expresado como % de FD, es obtenido al
restar lom valores de A(R) dados por la ecuacién (2}

aplicades a loe tiempos t1 y t2, obteniendocse:

A(%) = 100 ACP + AABC + AZ(R) (3}
A

e ( Eio }

donde ACp, AABC y A A2(%) son las variaciones de Cp, ABC y
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AZ(%} durante el intervalo de tiempo considerado. En el
presente métode, se ha supuesto, que la concentracién
plasmatica varia linealmente en el intervalo de tiempo
entre dos datos plasmiticos consecutivos,
La cinética en el compartimiento 2 esta descrita por
la ecuaciédn diferencial daZz = k12:A1 - k21:.A2 .
Sustituyende Vlocgtpor Al vy multiplicando por 100 ,

FD
se obtiene:

100 - dp2 = d{100A2/FD} = dA2(R) =

1 dt dt

= { 100:k12 - cp } - { k21:A2(%}}
k10-ABC

Al integrar la ecuacidn anterior en los limites ti vy

t2 se tiene:

ty t, t,
dA2(R).dt = LA2(%) = 100.ki2 Cp:dt - kﬁl‘[a2(%)-dt
L dt k10-ABC ), N
1 1 1
(4)
En el método se hace la sigulente aproximacién:
t
JAZ{%)-dtz { AZ(R) + A2(R) |} ,t 15}
3
t
1

donde A2(%) es la cantidad de faArmaco en el compartimiento
2, expresado como el % de la FD al tiempo ti. Entonces, la

ecuacién (4} toma la forma:
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AA2(%) = 100:-K1Z _pABC - k21 [ A2(%) + AAZ(R}) at
K1G:ABC Z
8A2(%) = _2 . _ ( 100:kiZ . A ABC - k21 At.A2(X)
2 + K2175€ © k10 ABC

(6}

Las ecuacicnes (3) y {(6) son usadas para determinar
A(R) contra tiempo a partir de los datos de concentracién
plasmitica. El lado derecho de la ecuacién (&) depénde de
los parédmetros del modelo, los datos y la cantidad del
farmaco en el compartimiento 2 al tiempo tl. En esto se
supone que las constantes del modelo son conocidas. A
tiempo t = 0, A(%) ¥y A2(%) son iguales a cero, y AA2(%)
para el intervalo de tiempo 4t puede ser calculado por la
ecuacidn (5). Sustituyendo este valor por 4A2(%) en la
ecuaclén (3) se calcula A4A(%). Entonces AA2(R)} se
adiciona a A2(%) obtenido en la ecuacién (6) para el
siguiente intervalo de tiempo. Este proceso se repite,
permitiendo la determinacién de A(%R) con respecto al tiempo
como valores acumulados de aA(%). Se puede notar que A(7Z)
var{a con el tiempo en el intervalo de valores de 0 a 100,
y los de aA(%) pueden ser poeitivos o al menos cero. El
final de la absorcién se detecta cuando AA(%) es negativo.
A este tiempo, A(R)} debe ser igual a 100. Si A(%) es
diferente de 100, significa que los valores de las

constantes de velocidad no estan correctas y deberé&n ser
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modificadas hasta que At%) = 100 cuando se detecte el final
de la absorcién.

El algoritmo utilizado en este método se presenta en
la figura A2.1.

Los datos con los que se inician los calculos son:
los valores de concentracién plasmitica-tiempo, ti, ci
(i =1,2,..... n), las constantes de velocidad a v 33
{estimados iniciales) obtenidos a partir de algun método
como el de los residuos vy el ABG; a partir de la regla de
los trapezoides (ecuacidn 7).

En el método, se ha supuesto, que la concentraciédn
varia linealmente dentro del intervalo de tiempo definido
por 2 puntos consecutivos, &t es calculado como
[ti -t(i-1)1/10. La concentracién plasmadtica al principio
de cada intervaloc de tiempo At y el correspondiente ACp

son determinados por interpolacion lineal.

ABC o = O.Sirél[Cpi + Cp(i-1))ltd - t{i-1)] +
Cpin}
@ (7)
El valor inicial de ki0 se iguala a 8. Enseguida,
el proceso iterativo comienza, se calcula k12 y k21
(k21 = ap/ki0, ki2 = g + 3 - ki0 - ki2) y la cinética de
absorcién se determina como previamente ge ha descrito.

La condicidn de que A(R) = 100 199.9 < A(R) ¢ 100.1}
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al final de la absorcién, se obtiene modificando el valor
de k10, cada modificacién se considera como una nueva
determinacién. Este proceso iterativo permite la
determinacién de los pardmetros del modelo asociados conh
los valores de ABC, a y B utilizados para los clcules. La
cinética del fArmaco en el compartimlento 1 se calcula con

la ecuacién:

- — i

La conversién del % de FD en el compartimiento 1 a
concentracién plasmidtica es obtenida sustituyendo
KlOvVl-ABCZ por FD:

A1(%) = 100+A1 = __ 100-A1
FD k10-V1-ABC,

donde Al1/V1 = Cp entonces:

Cp = AL(Z) . k10 . ABC.

(8)
100 °

El ABCo descrita por los valores calculados de
concentracidn plasmdtica, es determinada de acuerdo a la
regla de los trapezoides, ecuaciédn (7). Generalmente, este

valor es diferente al utilizado en la ecuacidn (8).
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Entonces, el proceso iterativo inicia nuevamenie con este
nuevs valor de ABC. Esto se repite hasta que la diferencia
entre los 2 valores de ABC Bean menores a 0.1%. El valor de
a y B son 6ptimos cuando se obtiene una menor suma de
cuadrados entre las concentraciones plasmAticas observadas
¥ las calculadazs a partir de las microconstantes, a, B ¥
ABC obtenidas. Cuandq esto ocurre, los parémetros
relacionados a las constantes de velocidad del modelo han

Bido determinados.
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Entrada: Datos plasmétiéca

Valores iniciales de a, 8 y ABC
k10 = &

nueva

HAlR) = Fltife

nueva
ki0Q

7 nueva

no — a
bm————Fin: { A(%) = 100 %]
s1
nueva
|patos calculados} ABC

no

¢ E1 ABC usado en el proceso]| gi
iterativo es diferente al
valor calculado 7?7

no

no
4d a Sptima 7

L LB
si

:& f éptima ﬂ
8i

|Reau1tados|

Figura A2.1. Diagrama mostrando los detalles de los

célculos del algoritmo de Gerardin.
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APENDICE 3

DISERO DE REGIMENEE DE DOSIFICACION

Método 1 {113)

La dosis de mentenimiento (Dm) y la concentracidén
plamitica de diazepam minima durante el estado estaclonario
thJTii se mantienen fijos v el intervalo de dosificacién
(I'} variable,

En este estudio, se tomd & la Dm de S mg, la
cn“fg = 100 ng/ml y la dosis de cargas igual a la de
rantenimiento, |

El cAlculo para determinar el I' se realizé de
acuerdo a la siguiente ecuacién:

EE’
= 3.32 t¥ log ( 1 + Co/Cpmin}
donde:
td = tiempo de vida media de eliminacidn
Co = concentraclén al tiempo cero después de la
administracién oral, extrapolada de la fase

lineal de post-absorcidn
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Metodo 2:

Wagner en 1987 (114} caleculd la concentraciotn
plasmadtica plasmatica durante el estado estaclionario para
un fArmaco que sigue un modelo abierto de dos
compartimientos con administracién de primer orden ¥
eliminacién del compartimiento central con diferentes
valores de ka, k12, k21 v ki0: tomadne dos casos diferentes
para el célculo del intervalo de dosificacién {(T):

a) ' = 0.,693/8 v b)Y ' = 1.35 (1/ka + 1/k10), donde 1/ka’
es el tiempo medio de residencia en el sitio de absorcién v
1/k10 el tiempo medio de residencia en el compaftimiento
central,

Para cada simulacldn, los pardmetros de interés
fueron la relacién de Cpﬁgxprﬁﬁn v el % de variacién de
los niveles del férmaco durante el estado estacionario de

acuerdo a la ecuacidn:

EE — —_ EE
CPpmax - CPEE X 100 = CpEE - Cpmin X 100

CPEE CpEE

donde:
EE
CP gy = concentracibn plamitica méxima durante el
egtado estacionario
EE
chin’ concentracién plasmética minima durante el

estado estacionario
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é;iE = concentracién plasmidtica promedio durante el

estado estacionario

Los resultados mostraron que cuando I' = 0.693/03, el

EE

min fue 2,00, sin embargo,

pronedio de la relacién c:ngxfc:p
se encontrd una amplia dispersién (C.V., = 47.9%}; mientras
que, cuando el I' = 1.35 (1/ka + 1/ki0) el promedioc de la
relacién de concentraciones fue de 1.8% y menos variacidn
entre loa datos (C.V. = 18.3%). El % de variacién de los
niveles en el estado estacionario fue también
significativamente menor que en el caso que [ se calculd en
base al tiempo medio de residencia que cuando fue igual al
tiempo de vida media del fdrmaco; por lo que el autor

recomienda el uso de este método para el célculo de

intervalog de dosificacién.



APENDICE

4.

PERFILES DE CONCENTRACION PLASMATICA
TIEMPO PARA CADA VOLUNTARIO

Los valeores obtenides en la cuantificacidn de

diazepam en plasma a diferentes tiempos, as{ como la

repregentacién grifica de estos resultades para cada

voluntario se presentan a continuacién. El trazo de los

perfiles de concentracién plasmatica-tiempo,

el programa ENERGRAPHICS {versitn 1.0}

se realizé con

Tiempo concentraciédn plasmitica (ng/ml}

{h) Voluntario:

1 2 3 u“

0.9 0 0 v] 0
0.5 96,87 84.37 - -
1.0 138.06 121.98 100.41 18.79
2.0 126,25 114.75 71.34 58.95
4.0 83.07 72.06 67.84 42.22
6.0 66.81 69.70 43,21 39.29
8.0 55.07 65.60 38.61 23.92
24.0 30.19 49.19 19,05 15.61
48.¢ 22.16 40.01 ¢ 15,00 15.29
72.0 15.99 31.39 ¢« 15,00
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Tiempo Concentracién plasmatica tngsml)
(h) Voluntario:
5 6 7
0.4¢ Q v 379.80
0.5 42,38 113.79 514,066
1.0 194,50 153.29 501.80
2.0 170.51 i18.30 580,00
4.0 144,52 68,20 478,79
6.0 108.62 67.11 456,96
a.0 62.77 58.86 422,69
24.0 33.14 27.50 310.01
48,0 25.50 ¢ 15,00 359.36
72.0 21.47 ¢ 15,00 214,77
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Tiempo Concentracién plasmética i(ngsml)

(h} Voluntario:

8 9 10 11

0.0 0 0 o 0
0.5 15.00 21.81 19.11 - 26.95
1.0 47.61 105.02 84.72 104.63
2.0 68.54 92.02 78.94 136.41
4.0 '55.53 62. 56 71.11 73.31
6.0 51,42 59.53 64.49 58,39
8.0 53.88 55.99 55.60 56.00
24.0 31.65 32.09 30,98 53.21
48.0 24.02 31.73 ¢ 15.00 32.71
72.0 20,11 29.70 - 28.00

195



Tiempo Concentracién plasmética (ngsml)

{h) Voluntario:

12 13
g.0 v} 0
0.5 82.35 270.25%
1.0 107.38 144,08
2,0 92,99 91.04
4,0 63,23 82.77
6.0 60.94 60.31
8.0 58.58 59,13
24.0 38.35 20.69
48.0 36,33 19,23
72.0 34.24 15.00
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CONCENTRACION PLASMATICA (ng/ml)

CONCENTRACION PLASMATICA (ng/ml)
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