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INTRODUCCION

El hombre ha buscado durante toda su historia agentes para cen
trolar los efectos de la tensidn,la ansiedad y otros trastor -
nos de este tipo.Muchos de estos esfuerzos han llevado al uso
de agentes clasificados a menudo como sedantes.El mds usado de
ellos es también de los mds antiguos,el etanol.

En el siglo pasado sc introdujeron en la practica médica,como-
scdantes, las sales de bromuro y los barbitiiricos junto con com
puestos de efecto similar al alcohol,como el paraldehido y ei-
hidrato de cloral.

Al llegar la década de 1930 se hizo evidente que los bromuros-
tenian efectos toxicos acumulativos sobre el sistema nervioso-
central (SNC).Ya actualmente ha desaparcecido su uso en la prac
tica médica.

En las primeras décadas de este siglo los barbitdricos siguie-
ron siendo los principales agentes ansioliticos,pero hacia --
1950 comenzd ha preocupar su tendencia a inducir tolerancia se
gquida a veces de dependencia fisica y recacciones potencialmen-
te letales durante el retiro.Estos problemas influyeron mucho,
tanto en la actitud de los médicos como en la actitud popular-
frente a los sedantes y asi se estimuld la bisqueda de otros -
agentes que no presentaran los problemas mencionados.

Una parte de este esfuerzo condujo al estudio de derivados de-

polialcoholes alifdticos,uno de cuales,la mefenesina (derivado



o-metil fendlico del propanotriol),mostrd propiedades tanto de
relajécién muscular como sedantes.El problema que presentaba -
este férmaco consistia en que su accidén era demasiado breve.
La ;intesis de compuestos relacionados llevaron directamente a
la inﬁroduccién de los carbamatos de propanediol (meprobamato)
a principios de 1la década de 1950.Durante este periodo también
surgiéron otros productos relacionados con l1os barbitidriceos --
. obdc?iQados de alcoholes superiores.

Durante toda la década de 1950,pese a la enorme popularidad de
algunos de estos compuestos como sedantes diurnos o como hipné
ticos se tuvo una conciencia cada vez mayor de que compartian-
muchas de las propiedades indescables de los barbitiiricos, in--
cluyendo una separacién difusa entre sus efectos ansioliticos-
Gtiles y un efecto sedante excesivo ademds de su notable ten--
dencia a causar dependencia fisica y severa intoxicacién aguda
por sobredosis.

Esto abrid el camino a las investigaciones que condujeron al -
descubrimiento del clordiazepdéxido a fines de la década de 1950
y la introduccién de mds de una docena de compuestos semejan--
tes a la benzodiazepina.

En los ultimos afios,el clordiazepdéxido y el diazepam han sido-
1os mis importantes en términos del nimero de prescripciones -
entre todos los fdrmacos con este tipo de actividad que se han
usado,es decir,esta clase de sedantes ha llegado a dominar el-

el mercado y la prictica médica.



La mayorfia de las benzodiazepinas que han llegado al mercado -

fueron selecclonadas por su gran potencial ansiolitico y su po

ca potencia como depresores dgenerales de las funciones del SNC

Su extraordinaria popularidad

en clinica médica se debe en --—

gran parte a que alivian los sintomas de ansiedad con una in -

terferencia minima en la funcidn cognocitiva o la vigilia.Sin-

embargo todas las benzodiazepinas poseen,en diversas medidas -

propiedades hipnosedantes que

se aprovechan mucho en clinica ,

en particular para facilitar el suefio.

Por su capacidad tan escasa para ocasionar depresidn fatal del

SNC,las benzodiazepinas han desplazado en gran parte a los bar

bitldricos como agentes hipnosedantes.

Un fdrmaco sedante disminuye la actividad,modera la excitacién

y calma a su receptor.Un fdrmaco hipndtico produce somnolencia

y facilita 1a iniciacién y el
suefio que se asemeja al suefio
electroencefalogrificas y del
te el efecto se llama a veces

con farmacos hipndticos no se

mantenimiento de un estado de --
natural en sus caracteristicas -
que es ficil despertar al pacien
hipnosis,pero el suefio induecido-

parece al estado pasivo artifi -

cialmente inducido de sugestionabilidad que también se llama -

hipndsis. (1)



GENERALIDADES

BENZODIAZEPINAS.Dada 1a enorme popularidad actual de las benzg
diazepinas en general y de manera particular la del Diazepam,
en este ﬁrabajo se presenta una pequefia monografia de este téf
maco,dando .primordial importancia a los métodos de andlisis -~
mds - ‘usados para su doterminacidn en las presentaciones farma-~
céuticas més usadas.

Actualmente para el tratamiento de la ansiedad se recomiendan
ocho derivados de la benzodiazepina.

Par orden de introduccidn son:clordiazepdxido,diazepam,oxaze -
pam,clorazepato, lorazepam, prazepam,alprazolam y holazepam.
Aunque se usan comunmente para tratar la ansiedad tienen otras
indicaciones terapéuticas,en particular como sedantes y para
inducir el suefio.

Aunque a otras benzodiazepinas se les menciona destacando los
cfectos sedantes o hipnéticos,las diferencias entre ellas y -
las ocho reocomendadas para la ansiedad son insignificantes en
algunos casos. .

El término benéodiazepina alude a la porcidn de la estructura
constituida por un anillo bencénico (A) fusionado con un ani -
110 diazepinico (B) de siete miembros (Fig.l).

Sin embargo en vista de que todas las benzodiazepinas importan
tes contienan un sustituyente arilo en la posicién 5 del ani -
110,el término ha venido a significar S-aril-1,4-benzodiazepi-
na. (1)



BENZODIAZEPINAS:

Nombres y estructuras

(Fig. 1 }
Benzodiazepina R1 Ry R3 Ry R‘z
Alprazolam {anillo triazol fusionado) -H -C1 -H
Clordiazepoxido (-) NHCH4 -H ~-Cl -H
Clonazepam (-) Zo -H -No, -Cc1
Clorazepato -H pef o] - COOH -C1 -H
Demoxepam -H zo ~H -C1 -H
DIAVEPAM —CHa zZo -H -Cl -H
Flurazepam CHZCllzN(CZHS)Z -o -H -C1 ~F
llatazepam _CHZCFB -0 -H -Cl -H
Lorazepam -H o -0H -C1 -H
Nitrazepam ~H -0 ~H —-NO2 -H
Oxazepam ~H -0 ~OH -C1 -H



FARMACOLOGIA

Propiedades Farmacolégicas de las Benzodiazepinas

Aunque las benzodiazepinas que se usan en clinica ejercen efec
tos cualitativamente similares,existen diferencias cuantitati-
vas importantes en sus espectros farmacodinamicos y en sus pro
piedades farmacocinéticas que han conducido a distintas moda1§
dades de aplicacidn terapéutica.

En la actualidad hay motivos para creer que existen diversos -
mecanismos de accidn que contribuyen en grado variable a produ
cir los efectos hipnosedantes,relajantes musculares,ansioliti-
cos y anticonvulsivos de las henzodiazepinas.

Las benzodiazepinas tienen efecto sobre el sistema nervioso --
central (SNC).

En el hombre y otros mamiferos producen los siguientes efectos:
sedante,hipndtico,ansiolitico,relajante muscular y anticonvulsi
vo.

Unicamente dos de los efectos de estos firmacos se deben a ac -
ciones sobre los tejidos periféricos: la vasodilatacidn corona-
ria, que se observa después de la administracién intravenosa de
dosis terapéuticas de ciertas benzodiazepinas,y el bloqueo -
neuromuscular con dosis muy altas.

Aunque las benzodiazepinas afectan la actividad en todos los ni

veles del neurocje,algunas estructuras estan afectadas en grado



mucho mayor que otras Ademas,algu os

son indirectos. Tod1s 1as be zodiaznpinﬁs tienen el mismo per -

£it Earmacologlco,excapto 10& ectos:an 1convu1§iyos y posi -

blemente analgdsicos de SuSvgruppé s.8in embargo hay

tre-los farmacos y la --

grandes diferencias de sclechiyiﬁa

utilidad clinica de las benzodi;zépinas'1n61v1dua1cs varia tam

bién considerablemente. )

El efecto farmacoldgico de un firmaco determinado varia marca-
damente si es en el ser humano o en. algunos animales,cuando se
han llevado a caho ciertos experimentos.

En algunas personas,el sujeto pucde estar alerta antes de que- .
aparezcan pruebas de depresidén del SNC.Las nitrobenzodiazepi -
nas inducen hiperactividad en ratones,ratas y monos,pero no en
la mayoria de las demis especies animales;el flurazepam causa-—
convulsiones unicamente en los gatos

En o1 hombre,al aumentar la dosis de benzodiazepina,la activi-
da¢ sedante llega a la hipnosis y ésta al estupor,como puede -

esperarse de un depresivo general del SNC, {1)



1.-ABSORCION, DESTINO .Y EXCRECION.

El clordiazépéxido,6xaéépam,16razepam,alprozolam y halazepam -
se absorﬁen con relativa lentitud cuando se administran por --
via oral,y las concentraciones plasmiticas miximas pueden al -
‘canzarse s6lo después de varias horas.El diazepam es una de ~--
las benzodiazepinas de absorcidn mas rapida,y alcanza su con -
centracién mixima aproximadamente en una hora en adultos,y sé-
1o de 15 a 30 minutos en nifios.

La mayoria de las benzodiazepinas se fijan en gran medida a -~
las proteinas plasmaticas (85 a 95% ) y este factor limita la-
eficacia de la dialisis en el tratamiento del envenenamiento -
agudo.

La mayoria de las benzodiazepinas se excretan casi con exclusi

vidad por la orina como metabolitos oxidados y glucuronados.
(1) (2)

2.-DISTRIBUCION Y BIOTRANSFORMACION.

Después de la administraciédn intravenosa el diazepam se dlstri
buye en la forma tipica que corresponde a los agentes muy lipo
solubles.El diazepam se distribuye con particular rapidez,pues
posee una vida media de cerca de 1 hora.La magnitud de 1la fijE
cidén de las benzodiazepinas en las proteinas plasmiticas con -
cuerda con su liposolubilidad y varia desde cerca del 99% para

el diazepam y un 85% para el clonazepam, {1) (2)



El metabolito principal del diazepam,N-desmetildiazepam,posece-
mids o menos la misma actividad que el farmaco original.Este --
metabolito se produce mediante la ridpida descarboxilacidén del-
clorazepato después de su ingestién.El}di§zepam y el N-desme -
tildiazepam se hidroxilan con lentitud a otros metabolitos ac-
tivos.La vida media plasmitica ﬁel diSQGpam és en promedio de-

1 a 2 ¢dias y la del N-desmetildiazepam es de unas 60 horas.
3.-EFECTOS SODRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

A:rtualmente existe una coincidencia general respecto a que la-
mayorfia de las acciones de las benzodiazepinas se deben a la -
potenciacidn de la inhibicién neuronal mediada por el dcido --
gammaaminobutirico (GABA).Corrobora este punto de vista el he-
cho de que las evidencias ¢e la conducta y los estudios elec -
trofisiolégicos muestran que los efectos de las benzodiazepi -
nas se reducen o sc evitan tratando de antemano a los pacien -
tes con antagonistas del GARA,o con inhibidores de la sintesis
del transmisor.Aunque no se puede descartar posibles acciones-
que conducen a un aumento en la liberacidn del GABA se ha pres
tado mucha atencién a la capacidad de las bhenzodiazepinas para
potenciar las acciones del GABA sobre las neuronas de todos --

los niveles. (1) (2)



4.-EFECTOS INDESEABLES.

En el momento de alcanzar la concentracién plasmitica maxima -
dosis hipnéticas de benzodiazepinas pueden causar diversos gra
dos de mareo,laxitud,prolongacién del tiempo de reaccidn,falta
de coordinacién motora,ataxia,deterioro de las funciones menta
les y psicomotoras,desorganizacién del pensamiento,confusién,-
amnesia retrograda,sequedad hucal y sabor amargo.Todos estos -
efectos deterioran mucho la habilidad para conducir vehiculos-
y otras actividades psicomotoras.La interaccidn con el etanol-

puede ser especialmente seria. (1) (2)

5.-REACCIONES TOXICAS Y EFECTOS SECUNDARIOS.

Los efectos secundarios que pueden esperarse con los depreso -
res del SNC,o sea somnolencia y ataxia,son extensiones de las-
acciones farmacoldgicas de estos farmacos.

Con el diazepam pueden esperarse efectos ansioliticos a concen
traciones sanguineas de 300 a 400 ag/ml,y algunos efectos se -
dantes,el deterioro psicomotor comienza con concentraciones si
milares.

Los efectos colaterales del diazepam y de otras benzodiazepi -
nas son usualmente moderadas e infrecuentes.Somnolencia,dolor-

de cabeza y ataxia son los mds comunes y dependen de la dosis.

(1) (2)



6.~ TOLERANCIA Y:DEPENDENCIA’FISICA

sélo se oﬁsé aron sintomas importantes de abstinencia,que in-

ducian convulsiones.cuando se adminiqtr1ro grandes dnsis de -

benzodiazepina durante periodos prolongados'y se suspendia 'rf

bruscamente.Los sintomas de abstinencia co se Vti:os,al uso‘-—
crénico pueden tardar una semana en apdrcb
rrumpe de pronto el firmaco a causa de la larga vida media’y =

de la conversidén a metabolitos activos.

Generalmente el sindrome de abstinencia no se preésenta después

de haber administrado las dosis habituales. (i).‘(il‘

7.-INTERACCION CON OTROS FARMACOS.

Las interacciones de otros fArmacos con las benzodiazepinas --
son poco frecuentes excepto por un efecto aditivo con otros de
presores del sistema nervioso central.

En los grandes fumadores de cigarrillos puede disminuir la --
efectividad de las dosis habituales de estos farmacos.La capa-
cidad de las benzodiazepinas de inducir el metabolismo hepati-
co de otros agentes es mucho menor que la de muchos otros se -

dantes,especialmente barbitGricos. (1) (2)




8.-0sS0s.

El diazepam es una henzodiazepina con propiedades de tranquill
zante,anticonvulsivo,sedante,musculorelajante,

Es usado en el tratamiento de ‘ansiedad y estados de bensién,cg
mo sedante y premedicacién,en el control de espasmos muscula -
res,en el tétanos y en el manejo de los sintomas del retiro --
del alcohol.

Esto es de valor en pacientes que sufren procesos ortopédicos,
endoscdpicos y problemas cardiacos.Cuando se administra diaze-
pam por via oral puede ser beneficioso en el tratamiento de a}
gunos pacientes con epllepsia y este es el tratamiento recomen

dado. (1) (2)



PROPIEDADES .

DIAZEPAM, 7-chloro-1;3-dihydro-l-methyl-S-phenyl-2H-1,4-benzo-
‘diazepin—z—oné.f o L E ) k ‘
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Otros nombres del DIAZEPAM en MEXICO.

Alboral;Ortopsique;Valium:
En combinacidén. Alhoral GD;Ebelcaps;Numencial;Qual;Dedotex.

con otros principios activos.

Punto de Fusién. 131-135 "¢



Solubilidad.

Solvente Solubilidad mg/ml

Agua . .05
Eter . 18
Etanol ) 41
Metanol 49
Acetona 125
Cloroformo + de 500

Coeficiente de Distribucidn.

El coeficiente de distribuciédn del Diazepam entre l-octanol y

buffer de fosfatos de PH 7.2 es 382 a temperatura ambiente.

Constante de Disociacién.

El1 PK para Diazepam es de 3.4 (6),(8),(9),(10).
a



ESPECTROSCOPTA.. .

ULTRAVIOLETA

Espectro de Absorcidén Ultravioleta

El DPiazepam en [C1 2 N exhibe una absorcién méxima en 242 mu y
a 287 mu .En 1,80, 0.1 N oxhibe una absorcidn méxima en 241 mu
(el% 1402 ),284 mu (E}% 700),y 359 mu (5]% 170).

El Diazepam fué analizade entre 420 y 210 nm en alcohol acidi-
ficado,exhibiendo 3 miximos.Estos fueron localizados a 242 + 2

nm (a=100)},285 + 2 nm (a=43,7) y 368 + 2 nm (a=14.5). (6)(10)

DIAZEPAM

(Mool acidificado)

Absorbancia

Nanometros
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CROMATOGRAFIA .EN CAPA. FINA.

Soporte:gel de silice,capa de 0.25 mm de espesor.
Fase mbévil:Sistema disolvente de acetato.de etilo y n-heptano-

(1:1) .

Selucidén de la muestra:Muesbfarde,diazepam en acetona conte --
niendo 50 mg/ml . - i

Solucién de referencia: S Ref. de aiaiepam en acetona conte --
niendo 50 mg/ml .

Solucién reveladora:Yodo platinato de potasio.

PROCEDIMIENTO.
En una cromoplaca,por separado se aplican 10 ul de la solucidn
de la muestra y 10 pl de 1la solucidn de referencia.Se deja se
car las aplicaciones y se desarrolla el cromatogridma dentro de
una cdmara sin saturar,hasta que el frente de la fase mévil ha
recorrido cerca de las tres cuartas partes de la longitud de -
la cromatoplaca.Se retira ésta de la clmara de desarrollo,se -
marca el frente del disolvente y se deja evaporar.Se localizan
las manchas rociando ligeramente con la solucidn reveladora Yy
observando con luz ultravioleta.El diazepam se muestra como -~

una mancha morada con un Rf aproximado de 0.3-0.4 . (8)



METODOS DE ANALISIS DE’DiAZEPAM.

Cromatografia de Liquidos .(HPLC)

Cromatograffa en capa Flna

En esta seccidn se presentan los métodos de andlisis de diaze~
pam mis comunmente usados para su determinacién en presentacig
nes farmacéuticas,y describiendoles con detalle para las pre -
sentaciones mis usuales:Cipsulas,Tabletas,Inyectables y suspen

sién oral. (3).(4).(5)



CROMATOGRAFIA LIQUIDA.

La cromatografia es un proceso para la separacidén de mezclas -
moleculares por distribucidédn de los solutos entre dos fases, -
las cuales estdn en contacto de una forma parecida a una con -
tracorriente continua.

Tipos de Cromatografia Liquida.La naturaleza fisica de las fa-
ses Y los mecanismos de toma de contacto entre ellas,producen-
varios tipos de cromatografia.Mientras que la fase mévil sea -
un liquido,la técnica se llama cromatograffa liquida (CL).

Se clasifican de varias maneras los tipos de cromatografia 1{-
quida:

1.-Por el mecanismo.Cuando la fase estacionaria es un liguido,
de manera que el mecanismo de distribucién es una particidn 12
guido-liquido,la técnica se denomina cromatografia de parti --
cién o cromatografia 1igquido-liquido (CLL).Cuando la fase esta
cionaria es un sélido (mAs propiamente,la interfase entre un -
sbiido y un liguido),el método es cromatografia de adsorcién o
cromatografia sélido-liquido (CSL).Pueden existir otros meca -
nismos de distribucidn,tales como cromatografia de intercambio
ibénico y cromatografia de exclusidén molecular.

2.-Por la forma experimental.En la columna cromatogrdfica,el -
sistema cromatogrifico se halla en un tubo cilindrico,de vi --

drio o metal por lo general.La cromatografia plana se efectia



en una superficie plana.Las formas de la crématoéraﬂia»élané~é 
son cromatograffa de papel (qﬁe por lo general,aétﬁgfbbn>unfmé*7
canismo de particidén) y cromatografia de capa fiﬁén(ﬁcﬁ v
suele ser una forma de cromatografia de adsorcidn.’ :
3.-Por 1a linealidad de las isotermas.En 1la crométngfafia ri =
neal,el coeficiente de particidn o cocficiente dé‘di;crihuéléﬁfx
es independiente de la concentracién,es decir,la isoterma de. -
particién es lineal sobre el margen de concentracidn encontra-
do en la cona.En la cromatografia no lineal,la isoterma cs no-
lineal.

Cromatografia de Particién.En la cromatografia de particidn --
ambas fases son liquidos,por 1o que también se le denomina cro
matografia liquido-liquido (CLL).El proceso responsable de la-
retencién es decir,de las diferentes velocidades de desplaza -
miento de las zonas,es una distribucidén liquido-liquido.

En el caso de que la CLL se efectie normalmente,la fase esta -
cionaria (fase interna) es la mis polar de los dos liquidos.
Esta [ase se adsorbe en una pelicula muy delgada.a la superfi-
cie de un sélido [inamente dividido (el soporte).En teoria,el-
tnico papel del soporte en la CLL es contener a la fase esta -
cionaria.lLa fase mévil es un solvente menos polar inmiscible -
con la fase estacionaria.Muy a menudo la fase cstacionaria es
agua 0 una solucién acuosa y la fase mdvil es un solvente orgé

nico. (16),(17),(18)




Importancia de la Cromatografia Liquida.

La cromatografia liguida es un método muy adecuado para la se-
paracién de mezclas moleculares.Se pueden separar moléculasg ~-
con pesos moleculares en el intervalo aproximado de 200-2000 .

La cromatografia liquida es adecuada para sustancias solubles-

en agua. {16) (17)



CROMATOGRAFIAEN' CAPA"FINA.:

La Erqﬁa;og éqba_fiﬁaVés una forma de cromatografia de

adscrciéhi h»lh ‘queel absorbéate se difuﬁde'en una.capa-fina-
sobre gﬁé:plﬁéuVde'vid;io.A'nivel comercial hay é;uibbs,de cro
maﬁbgrdfié én capa fina“sobre placa’ de vidric.Esta capa puede
formarse por extensién,pulverizacién,criba u otro método cual-
quiera que produzca una capa de grosor upiforme.

El aplicador comercial es,en esencia,un deposito bajo el cual-
las placas de vidrio,generalmente de 20 por 20 cm.,se pasan pa
ra recibir un revestimiento uniforme de masa adsorbente.EL gro
sor habitual de una capa tipica es de 250 m .

La alimina y cl gel de silice son los adsorbentes mids utiles.
El tamafio de particula del adsorbente es mds pequefio que el de
los materiales de columna,y esta caracteristica de grano fino-
de los adsorbentes indica la gran sensihilidad de la cromato -
grafia de capa fina {(CCF).

En la CCF,el revelado se cfectila por la técnica ascendente.Com
pletado el revelado,se secan las placas al aire antes del exa-
men de las zonas desplazadas.A continuacidn se revelan las man
chas por un método fisico o quimico apropiado.La iluminacién -
con luz ultravioleta estd indicada para compuestos fluorescen-
tes.L.os compuestos no fluorescentes se localizan por incorpora
cién de una sustancia fluorescente a la masa adsorbente.Comple

tade el revelado aparecerin las manchas oscurecidas contra un-

fondo fluorcscente



Importancia de la Cromatografia en Capa Fina.

La'principal aplicacién de la CCF consiste en detectar e iden-
tificar compuestos en mezclas complejas.La correspondencia de-
los valores de Re de una especie auténtica y de la sustancia -
desconocida es un criterio de identidad,aunque no una prueba.
El cromatograma de capa fina es super}or al cromatograma sobre
papel como medio para reacciones coloreadas,porque muchos reac
tivos corrosivos,susceptibles de reaccionar con el papel pue-
den aplicarse directamente al revelado de manchas en el croma-
tograma de CCF.

Una ventaja de la CCF sobre la cromatografia en papel es su ma
yor sensibilidad,debido al carécter de grano fino de las parté
culas del adsorbente comparadas con las fibras del papel.En la
CCF,la muestra permanece concentrada en una zona mds pequefia y
por consiguiente,es posible detectar una muestra mis pequefia.
Otra ventaja de la CCF es su rapidez de revelado,que sdlo re -
quiere minutos,frente a horas,para la mayoria de las Separacie

nes cromatograficas sobre papel. (16),(17),(18)
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Presentacién.-CAPSULAS

Método.-a) CROMATOGRAFIA LIQUIDA

El cromatdgrafo utiliza un detector ultravioleta a una longi -
tud de onda de 254 nm y una coiumna de 30 cm. por 3.9 mm,la co
lumna contiene silice o microparticulas de cerdmica cubiertas-
de octadecil silano,de 5 a 10 um de didmetro.La velocidad de -
flujo es de 1.2 ml por minuto.La fase mévil es metanol-agua --
(65:35).La desviacidn relativa del estandar no es mis de 2.0 %
y la resolucidn del factor entre sulfanilamida y el diazepam -
no es menor a 10.0 .El estandar de sulfanilamida tiene una con

centracidn de 250 ung/mi .

Procedimiento.

Se inyectan al cromatdgrafo por separado,muestras de 5 ul del-
estandar de diazepam que tiene una concentracién de 0.2 mg/mi
y de la muestra de ensayo al cromatdgrafo y se analiza el re-
gistro de los cromatogramas,se mide el &rea bajo los picos.
Eltiempo de retencién relativa es 2 minutos para sulfanilami-
da y 8 minutos para cl diazepam.

Se calcula la cantidad en mg de diazepam en la porcién de cdp
sulas,tomando como férmula 50 C (RU/RS),donde C es la concen-
tracién en mg por ml de diazepam en el estandar,RU y RS son -
las dreas relativas obtenidas de la muestra de ensayo y el es

tandar respectivamente. (8)




Presentacién:ZTABLETAS

Método.-a) CROMATOGRAFIA LIQUIDA:

Solucién de referenclﬁ 1ntéra;;-Ptepafafmun; éolﬁcién de SRef-
de sulfanilamida en metanol que contenga 250 ag/ml aproximada-
mente de sulfanilamida.

Solucién de referencia.-Pesar 25 mg de SRef de diazepam,pasar-
a un matraz volumétrico de 25 ml,disolver y llevar al aforo --
con metanol.Esta solucién contiene 1 mg/ml aproximadamente de-
diazepam.Pasar una parte alicuota de 5.0 ml de esta solucidn y
una parte alicuota de 5 ml de la solucidn de referencia inter-
na a un matraz volumétrico de 25 ml,llevar al aforo con meta -
nol y mezclar.Esta solucidn contiene 0.2 mg/ml aproximadamente
de diazepam.

Solucidén de la muestra.-Pesar 20 tabletas,calcular su peso pro
medio,moler hasta polvo fino,pesar una cantidad de polvo equi-
valente a 10 mg aproximadamente de diazepam,pasar a un matraz-
volumétrico de 50 ml,agregar 10 m! de la solucidn de referen -
cia interna y 15 ml de metanol.Agitar mecdnicamente por 30 mi-
nutos,llevar al aforo con metanol y mezclar.

Condiciones del equipo.-Columna de 30 cm por 3.9 mm,empacada -



con silica porosa o micropértibﬁléé'&eycerémica de 5 a 10 mi--
cras,recubiertas con octadeﬁilsilaﬂo;pomp fase mévil metanol -
agua (65:35) a un fiujo de’1.2 ml/min,paka‘obtener un factor -
de resolucién no menor de 4.5;cihco inyecciones iguales de la-
solucién de referencia deben mostrar un coeficiente de varia -
cién no mayor del 2.0 %;detector de ultravioleta a una longi -
tud de onda de 254 nm.

Procedimiento.-Una vez que estén estables las condiciones del-~
equipo,proceder a inyectar al cromatdgrafo,5 ml de la solucidn
de la muestra.Una vez obtenidos los correspondientes cromato -
gramas,medir el drea hajo los picos obtenidos con un tiempo de
retencién de 2 minutos aproximadamente para sulfanilamida y 8

minutos aproximadamente para diazepam,tanto en el cromatogra -
ma ohtenido con la solucidén de referencia como en el obtenido-
con la solucién de la muestra.Calcular la cantidad en mg de --
diazepam,en la porcién tomada de la muestra,por la férmula:

50 C (Rm/Rref);en donde C es la concentracidén en mg/ml de la -
solucidn de referencia,Rm y Rref son las areas relativas obte-
nidas con 1la solucién de la muestra y la solucién de referen -
cia,respectivamente.Relacionar el valor obtenido con el peso -

promedio por tableta obtenido al principio de la valoracién.

En la presentacidn de tabletas,el método de cromatografia 1{i -
quida se utiliza en el ensayo de identidad y de valoraciédn.

(8)



Método.-h) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Emplear una cromatoplaca de gel de silic qromatograéiéo

Solucidén reveladora.-Mezclar en el momen

cién 1:1,s0lucidén 1:10 de cloruro férric

ferricianuro de potasio.
Solucién 1.-Preparar una solucién ég sRef
na,que contenga 10 mg/ml.
Solucidén 2.-Preparar una solucién dé 2-metil$ﬁin§;5fcgp;o-ben
zofenona,en acetona,que contenga 10 mg/ml. : :
Solucidén 3.-Preparar una soluciédn de 3-amino-6-cloro-l-metil-4-
fenilcarbostiril,en acetona que contenga 100 ug/ml.

Solucién 4.-Preparar una solucidén de 7-cloro-1,3-dihidro-5-fe -
nil-2H-1,4~benzodiazepin-2-ona en acetona,que contenga 300 ag/ml.
Solucién de la muestra.-Moler finamente no menos de 20 tabletas
pesar una cantidacd de polvo equivalente a 100 mg de diazepam, -
pasar aun tubo Jde cantrifuga de 50 ml y agregar 10 ml de aceto-
na,someter a la accién del ultrasonido por 5 minutos y centri -
fugar,emplar el liquido claro para la prucba.
Procedimiento.-Utilizar como fase mévil una mezcla de acetato -
de ctilo-n-heptano (1:1),dividir la cromatoplaca en 5 carriles-

y aplicar las soluciones,por separadoe,en el orden siguiente:

100 a1 de la solucidén 1,100 ml de la solucidn de la muestra, --—

10 41 de la solucién 2,10 sl de la solucién 3 y 10 4l de solu -
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cibén 4.Desarrollar el cromatograma sin saturacién previa de 1la
cdmara,hasta que el frente de la fase mbévil alcance 15 cm des-
de la linea de aplicacién,sacar la cromatoplaca de la cédmara,-
dejar secar y observar bajo luz ultravioleta,posteriormente ro
ciar suavemente con la solucidén reveladora. (8)

En la presentacidén de tabletas,el metodo de cromatografia en Z

capa fina se utiliza en el ensayo de identidad. (8)

Presentacidn,-INYECTABLES

Método.-a) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Utilizar una cromatoplaca de gel de silice cromatogréfico.Pre-
parar una solucién de SRef de diazepam en acetona,que contenga
10 mg/ml (solucidn 1 ).Preparar una solucidén de 2-metilamino -
5-cloro-benzofenona,en acetona,que contenga 10 ug/mi (solucidn
2 ) .Preparar una soluciédn de 3-amino-6-cloro-l-metil-4-fenil
carbostiril,en acetona,que contenga 100 umg/mi (solucidn 3).
Preparar una solucidn de 7-cloro-1,3-dihidro-5-fenil-2H-1,4-
benzodiazepin-2-ona en acetona,que contenga 300 mg/ml (solu --
cién 4).Pasar a un embudo de separacién un volimen de la mues-
tra equivalente a 10 mg de diazepam,agregar 20 ml de la solu -
cidn reguladora de fosfatos PH 7.0,extraer con 4 porciones de-

20 ml de cloroformo,pasando cada extracto a través de papel --



filtro con 'sulfato de: sodio anhidro,reunifjlbs éxgracfo,yveVéQ
porar a sequedad con corriente de'nitrégehbipiso;ver el resi -

duo en 1.0 'ml de acetona.

Dividir 1a cromatoplaca en S carriles:y ép1iéérv;éé‘soiuciones
en el orden siguiente:100 al de 1a>soluc16n_f;100 Al de-la so-
iucidn de la muestra,10 m1 de.la solucidén 2;10 ul de la solu -
cién 3 y 10 m1 de la solucidn 4.

Desarrollar el cromatograma,sin saturacién previa de la cdmara
con una fase mévil de acetato de etilo-n-heptano (1:1),hasta -
15 cm arriba de la linea de aplicacién,retirar 1a cromatoplaca
de la cAmara,marcar el frente de la fase mévil y dejarla secar
al aire.Localizar las manchas con luz ultravioleta de onda cor
ta y rociar suavemente con una mezcla de volumenes iguales de-
solucidn (1:10) de cloruro férrico y solucién (1:20) de ferri-

cianuro de potasio. (8)

En la presentacién de inyectables,el método de cromatografia -~

en capa fina se utiliza en el ensayo de identidad. (8)



Presentacidn.-SUSPENSION ORAL

Método.-a) CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Patrdén interno.-Pesar aproximadamente 25 mg de p-hidroxibenzo-
ato de etilo,trasferir a un matraz volumétrico de 50 ml,disol-
ver y llevar al aforo con metanol,mezclar,.Esta solucién contie
nz 500 umg/ml aproximadamente de p-hidroxibenzoato de etilo.
Preparacidé de referencia.-Pesar aproximadamente 10 mg de diaze
pam, transferir a un matraz volumétricoc de 10 ml,llevar al afo-
ro con metanol y mezclar.Transferir 5 ml de la solucidn ante -
rior a un matraz volumétrico de 25 ml,agregar S5 ml del patron -
interno,llevar al aforoc con metanol y mezclar.Esta solucidn con
tiene 200 wmy/ml aproximadamente de diazepam.

Preparacién de la muestra.-Transferir una parte alicuota de la
muestra previamente agitada equivalente a 10 mg de diazepam a-
un matraz volumétrico de 50 ml,10 ml del patrédn interno y 10ml
de metanol,agitar mecanicamente durante 30 minutos,llevar al -
aforc con metanol,mezclar.

Condiciones del equipo.-Fase mdévil:metanol-agua (65:35) a un -
flujo de 1.2 ml/min,detector de ultravioleta a una longitud de
onda de 254 nm,columna de 30 cm por 3.9 mm,empacada con micro-
particulas de cerdmica o gilica porosa,de 5 a 10 micras de dié
metro,recubiertas con octadecilsilano.

Procedimiento.-Inyectar al cromatdgrafo,por quintuplicado,vold



‘preparacién de. refe

mene§ iguales (5 Mi‘ﬁpfoximadaménté) dgylé
rencia,ajustar los parametros de opéraéiéh yfei_éaﬁaﬁq“deélos-
picos.El coeficfen;e de variacién,no‘debefseriﬁéybf dei 2.% y-
el factor de resolucién no debe ser menor de 4.5, "

Una vez cumplidas estas especificaciones,inyectar ‘al cromatd -
grafo,por separado,volimenes iguales (5 ml aproximadamente) de
la preparacién de referencia y de la preparacién de la muestra
Obtener sus cromatogramas correspondientes y medir el Area ba-
jo 1os picos para p-hidroxibenzoato de etilo y diazepam,que --
son @luidos en este orden.

Calcular la cantidad en mg/ml de C16u13C1N20 en la muestra to-
mada,por medio de la férmula siguiente: 0.05 C/V {Rm/Rref);en-
¢onde C es la concentracibén en mg/ml de la preparacidn de refe
rencia;Rm y Rref gson las dreas relativas obtenidas en el cro-
matograma con la preparacién de la muestra Yy la preparacidn de
referencia,rospectivamente y V es el volimen,cen ml,de muestra-

tomada. (8)

£n la presentacién de suspensidén oral,el método de cromatogra-

fia tiquida se utiliza en el ensayo de identidad. {8)



Presentacién.-SUSPENSION ORAL

Método.-b) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Solueidn reguladora a PH 7 .-Mezclar 104.5 ml de solucidén 0.2M
de fosfato dibdsico de sodio con 85.5 ml de solucién 0.2 M de-
fosfato monobdsico de potasio en un matraz volumétrico de 1000
ml,llevar al aforo con agua y mezclar.

Preparacién de referencia.-Pesar 5 mg de diazepam,pasar a un -
matraz volumétrico de 1 ml,disolver y llevar al aforo con ace-
tona,Esta solucidn contiene 5 mg/ml aproximadamente de diaze -
pam.

Preparacién de la muestra.-Transferir a un embudo de separa --
cidén una parte alicuota de la muestra previamente agitada,equi
valente a 10 mg de diazepam,agregar 20 ml de la solucidén regu-
ladora y extraer con 4 porciones de cloroformo de 20 ml cada.-
una.Pasar cada extracto a través de § g de sulfato de sodio --
anhidro y recibir los extractos en un matraz volumétrico de --
100 mi,llevar al aforo con cloroformo y mezclar.Evaporar 50 ml
de la solucidn anterior con ayuda de corriente de nitrdgeno, -
agregar 1 ml de cloroformo y mezclar.

Procedimiento.-Aplicar a una cromatoplaca de gel de silice,en-
carriles separados,30 ul de la preparacién de referencia y 30-
ul de la preparacién de la muestra,emplear como fase mévil una

mezcla de volimenes iguales de acetato de etilo y n-heptano.



rar 1a cromatoplaca

mévil,dejar seca

Presentacidn.-SUSPENSION ORAL

Método.-c)MICROBIOLOGICO.EN PLACA.

Limites microbianos.
La muestra debe estar ausente de microorganismos patdgenos,no-
debe contencr mids de 100 colonias/ml de mesofilicos aerobios -

ni mias de 10 colonias/ml de hongos y levaduras. (8)

En la presentacidn de suspensién oral,el método microbiolégico

se utiliza en el ensayo microbiano. (8)



CONCLUSIQNES

Se hizo una revisibén de los métodos oficiales de andlisis co
munmente empleados para diazepam en las presentaciones farma--
céuticas mas comunes: tabletas,céipsulas, inyectahles y suspen--

sidén oral.Las farmacopeas consultadas fueron las siguientes :

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
58 Edicidén.Mexico. $.S5.A. Secretaria de Salud.Comisién Perma--

nente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

UsSP  XXI
The United States Pharmacopeia
The National Formulary NF XVI

United States Pharmacopeial Convention Inc.

The United States Pharmacopeia
USP XX NF XV SUPP 3-5 .Twentieth Revision.United States --

Pharmacopeial Convention Inc.

British Pharmacopeia Vol. II

Se presentan las técnicas analiticas para diazepam,en las cua-
tro presentaciones anteriormente mencionadas que se encuentran
en las farmacopeas consultadas.Se encontr6 que los métodos mis
empleados para el diazepam son:Cromatografia de liquidos y Cro

matografia en capa fina.
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