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RESUMEN

Por estar relacionado los hechos delictivos con la ley es necesario contar con un
método practico y confiable para extraer e identificar los metabolitos
benzodiacepinicos en muestras de orina por ser la mayor via de eliminacion;
dado que dichos metabolitos pueden ser confundidos con otras sustancias
metabolicas provenientes del organismo o de algunos farmacos que ingirio el
sujeto. En el presente trabajo se optimiz6 un método de extraccion e
identificacion de metabolitos benzodiacepinicos en muestras de orina,
considerando el alprazolam y diazepdm. Se seleccionaron dos tipos de
consumidores: habituales (pacientes del Hospital de Psiquiatria Caja Nacional de
Salud; y pacientes del Hospital de Clinicas Unidad de Psiquiatria, de la ciudad de
La Paz) y ocasionales. Se obtuvieron 32 muestras, se realizo el analisis mediante
2 métodos de extraccion. Se tuvieron resultados satisfactorios con uno de los
métodos (primer método de extraccion), logrando obtener un 75 % de muestras
positivas (13 para diazepam y 11 para alprazolam) con los metodos de
identificacion utilizados: cromatografia en capa fina y microcristalizacion.
Ademaés se demuestra que con las modificaciones incorporadas se optimizo el
método 1, mejorando su eficiencia siendo un metodo de extraccion sencillo,
practico y confiable para extraer e identificar los metabolitos benzodiacepinicos

y estadisticamente aceptable con grado de error de 5%.
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I. INTRODUCCION:

Las benzodiacepinas son un grupo de farmacos que son utilizados para tratar y
controlar diferentes males psicologicos (ansiedad e insomnio) y neuromusculares
(epilepsias, espasmos, convulsiones, etc.), cuya accion principal se ejerce sobre
los procesos mentales y emocionales modificando selectivamente la actividad
psiquica que se acompafa de relajacion y sosiego del sistema neuromuscular, en

especial del sistema nervioso central.

Es importante sefialar que las benzodiacepinas calman la hiperexcitabilidad
nerviosa en dosis terapéuticas, pero las dosis prolongadas son capaces de llevar a
una intoxicacion cronica con tolerancia y dependencia psiquica-fisica en el
individuo; donde, los pacientes se ven incapacitados de superar sus propios
problemas incluso inhibir el normal desarrollo psicomotor. Las dosis altas de
benzodiacepinas producen una intoxicacion aguda; como resultado se observa

suefio profundo, depresion cardiorrespiratoria, coma y muerte.

Una vez administradas y absorbidas las drogas benzodiacepinicas ya sea en dosis
terapéutica o toxica (en casos de suicidio, homicidio, etc.), sus metabolitos
pueden ser identificados en secreciones corporales como en orina, por métodos

sencillos y préacticos: microcristalizacion y cromatografia en capa fina.

Por el crecimiento del comercio, de la poblacion y el avance de la medicina, han
logrado que las industrias farmacéuticas aumenten su produccion, pero también
se incremente el contrabando y la venta indiscriminada de estos farmacos y
muchas personas aprovechando estos factores han incursionado en actos

delictuosos. Por esta razdn el presente trabajo tiene por objeto optimizar un

'LITTER, Manuel: COMPENDIO DE FARMACOLOGIA,; 62 Ed, Buenos Aires-Argentina. 2001 Ed. ~* El Ateneo™, Pag. 129




método de extraccion e identificacion de metabolitos benzodiacepinicos en
muestras de orina, especialmente de aquellos de mayor prevaléncia, venta y

administracion en salud: diazepam y alprazolam.

Il. MARCO TEORICO:

Las benzodiacepinas son sustancias farmacologicas de origen sintético
empleadas principalmente para el control de enfermedades psicopatoldgicas (son
tranquilizantes ansioliticos e hipnéticos potentes y anticonvulsivantes); se
absorben facilmente por via oral y no tanto asi por la via rectal y parenteral. Su
accion se debe a un aumento inhibitorio del GABA (acido gamma-amino
butirico) en el espacio interneuronal, que permite la entrada de iones cloruro en
los receptores de la neurona, este efecto inhibe el impulso nervioso eléctrico
bloqueando completamente la transmision neuronal. Una vez cumplida su vida
media y su funcion son biotransformados en el higado y eliminados en su mayor

parte por via renal (70 a 90 %) y en menor cantidad por heces y sudor [1].

1. HISTORIA:

Desde la antigiiedad se emplearon numerosas sustancias como bebidas
alcoholicas y pociones que contenian laidano y numerosas hierbas para inducir
el suefio, los primeros agentes que se introdujeron de manera especifica como
sedante e hipnotico fueron los bromuros, a mediados del siglo XIX se emplearon
en gran proporcion el hidrato de cloral, el paraldehido, el uretano y el sulfonal®.
En 1912 los barbituricos (fenobarbital) disfrutaron de un periodo prolongado en
su aplicacion como sedante, hipnoético, anticonvulsivante y como preanestésico.
Con el ritmo de vida y exigencias siempre crecientes, la ciencia farmacéutica
incentivo a buscar nuevos agentes con efectos mas selectivos sobre el Sistema

Nervioso Central, en consecuencia a finales de 1930 salio a luz la fenilhidantoina

2 Gooman & Gilman, LAS BASES FARMACOLOGICAS DE LA TERAPEUTICA, Ed. Interamericana-México 1996, 8¢ edicion, Vo: 1; Pag. 386.




y la trimetadiona, en 1950 la clorpromazina y meprabamato. Con el
advenimiento de nuevos métodos mas especializados para valorar los efectos de
farmacos hipnéticos, el quimico polaco L. Steinbach en 1957 encontré un
compuesto con propiedades miorelajante, sedante y anticonvulsivante, el
clordiazepdxido. Se empez6 a comercializar en 1960 como Librium, tres afos
mas tarde se distribuyo el diazepdm (valium), desde el momento la cifra de
compuestos benzodiacepinicos sintetizados son méas de 2000, los cuales han sido
sometidos a pruebas bioldgicas, de ellas 35 se encuentran en aplicacion clinica
en diversas regiones del mundo. Desde entonces las benzodiacepinas estan
intimamente relacionadas con el estrés psiquico y social, de ahi que la mayoria
de las recetas médicas fueron seleccionadas por su potencia ansiolitica alta y su

baja capacidad de causar depresién mortal del SNC®.

IV. ESTRUCTURA GENERAL.:

El término de benzodiacepina se refiere a la parte de la estructura molecular,
compuesta por un anillo de benceno (A) fusionado con un anillo de diazepina de
siete miembros (B) con dos atomos de nitrogeno en las posiciones 1y 4, y un

anillo sustitutivo (C), en resumen se refiere al 5-aril-1,4-benzodiazepina’.

O

® BENZODIACEPINAS, www.abcmedicus.com/articulo/medicos/id/246/pagina/1/benzodiacepinas.html.
* Velasquez P. et al, FARMACOLOGIA BASICA CLINICA, 162 edicion, Ed. Interamericana — MC Graw-Hill; Pag. 325




V. CLASIFICACION: Se clasifican en cuatro categorias, segln su vida media
(cuadro 1).
CUADRO 1

DATOS FARMACOCINETICOS DE ALGUNAS BENZODIACEPINAS ANSIOLITICAS, HIPNOTICOS Y
ANTIEPILEPTICOS Y OTROS FARMACOS QUE ACTUAN SOBRE RECEPTORES
BENZODIACEPINICOS

Vida media Metabolito | Vo. de distribucion | Unién a Prot. T. max
Hrs. Activo 1/Kg. Plasmatica Oral (hrs)

Accién prolongada: Semivida efectiva superior a 24 horas
Clobazam a-e 9-60 Si 08-1,8 87-92 1-4
Clorazepato a Muy corta Si 093 -1,27 82 1-2
Clordiazepdéxido a 5-30 Si 0,26 - 0,58 94 -97 05-4
Diazepam a-e 14 - 100 Si 0,7-2,6 96,8 - 98,6 05-2
Flurazepam h Muy corta Si 34 96 05-3
Halazepdm a 9-28 Si 0,71-0,13 98
Ketazolam a 32 Si 96
Medazepam a 1-2 Si 98,7 - 99,5
Prazepam a 29 -193 Si 4-6
Quazepam h 27 - 40 Si 5 >95 <25
N-desmetildiazepam 36 - 200 Si 0,93-1,27 97,6 05-2
N-dasalquilflurazepan 40 - 250 Si
Accién intermedia: Semivida efectiva entre 14 y 24 horas
Bromazepdm a 79-19,3 No 70
Flunitrazepam h 15 -30 Si
Nitrazepdm h-e 15 -38 (Si? 86 - 87 05-5
Accion corta: Semivida efectiva entre 6 y 14 horas
Alprazoldm a 6-20 $Si? 0,7-1,5 70 -80 025-3
Lorazepdm a 9-22 No 07-1 85 1-3
Lormetazepdm  h 9-15 No 1,5-45
Oxazepam a 4-24 No 06-1,6 97 -90 1-4
Temazepam h 5-22 No 1,3-1,16 96 - 98
Loprazolam h 7-21 Si 80 2-5
Accién muy corta: Semivida inferior a 6 hrs.
Brotizoldm  * 4-63 Si 0,66 89-95 <2
Midazoldm 1,5-31 No 08-18 0,67
Triazolam h 1,3-39 $Si? 08-13 78-79 07-2
Zolpidem * h 15-24 No 0,54 2,2
Zopiclonca * h 45-6,1 Si 1,43 45 1

Datos reproducidos de Velasquez P. et al, FARMACOLOGIA BASICA CLINICA, 16% edicion, Ed.
Interamericana — MC Graw-Hill; Pag. 364. (a) Ansioliticos, (h) hipnéticos, (e) antiepilépticos, (*) no son
benzodiacepinas, pero actlan sobre receptores benzodiacepinicos.




VI. FARMACODINAMIA:

1. Sistema nervioso central: Se demuestra con facilidad que las
benzodiacepinas disminuyen la actividad motora del SNC: son capaces de inhibir
los reflejos raquideos mediadas por el sistema reticular del tallo encefalico o
mesencefalico, conforme se va incrementando su accién se produce flacidez y
pérdida del reflejo de enderezamiento, con advenimiento de relajacion muscular,

sedacion, hipnosis y actividad anticonvulsivante [1].

La accion tranquilizante ansiolitica de las benzodiacepinas esta en relacion con la
depresion de los centros del sistema limbico, sobre todo del nucleo amigdaloide

0 amigdala que desempefia funciones excitadoras.

2. Respiracion y aparato cardiovascular: Las dosis terapéuticas de
benzodiacepinas carecen de efecto sobre la respiracion y sistema cardiovascular
en sujetos normales. Pero en medicacion preanestésica y en dosis altas, los
pacientes con enfermedades pulmonares obstructivas cronicas se ven afectados
levemente por la depresion del sistema respiratorio, pudiendo producir hipoxia,
narcosis por CO2 vy acidosis respiratoria. El sistema cardiovascular también se
ve afectado, especialmente en cardiopatias, en muchas ocasiones se observa una
depresion arterial e incremento de la frecuencia cardiaca, este Gltimo efecto
probablemente sea ocasionado por una disminucion del trabajo en el ventriculo

izquierdo e incremento del flujo sanguineo a nivel coronario [2].

Uno de los sistemas inhibidores mas importantes de la neurotransmision en el
cerebro es mediado por los receptores GABA, que favorece el ingreso de iones

Cl- a la célula, lo cual genera hiperpolarizacion celular y hace que disminuya la



excitabilidad neuronal. En efecto, las benzodiacepinas influyen directa o

indirectamente en casi todos los procesos mentales o funciones cerebrales.

3. Mecanismo de Accion: Todas las benzodiacepinas actian aumentando la
accion de una sustancia quimica natural del cerebro, el GABA, es un
neurotransmisor, es decir, un agente que transmite mensajes desde una célula
cerebral (neurona) hacia otra. EI mensaje que el GABA transmite es un mensaje
de inhibicion: le comunica a las neuronas con las que se pone en contacto que
disminuyan la velocidad o que dejen de transmitir los impulsos eléctricos. Como
mas o menos el 40% de los millones de neuronas del cerebro responden al
GABA, significa que el GABA tiene un efecto general tranquilizante en el
cerebro: de cierta forma, es el hipnotico-tranquilizante natural con que cuenta el
organismo. Las benzodiacepinas aumentan esta accién natural del GABA,
ejerciendo de esta forma una accion adicional (frecuentemente excesiva) de

inhibicion en las neuronas.

Diagrama del mecanismo de accién del neurotransmisor natural
GABA (acido gamma-amino butirico) y de las benzodiacepinas en las células neuronales del
sistema nervioso central

1,2) El impulso nervioso hace que el GABA sea
liberado de los sitios en que esta almacenado en la
neurona.

(1} Impulso nervioso

3) EI GABA liberado en el espacio interneuronal.

4) El GABA reacciona con los receptores de la
neurona 2; la reaccion permite la entrada de los
iones de cloruro (CI-) en la neurona.

5) Este efecto inhibe o detiene el progreso del
impulso nervioso.

6,7) Las benzodiacepinas reaccionan con el sitio de
refuerzo de los receptores GABA.

(8) Esta accion aumenta los efectos inhibidores del
GABA; el impulso nervioso en curso queda
bloqueado completamente.

Sitio de refuerzo
de la
benzodiacepina
en el receptor
GABA

(8]
Incrementa el efecto
de inhibicidn del GABA
{puede llegar a bloquear
el impulso nervioso)

HEUROHA 1

2] sitios de
almacenamiento
del GABA

(3} GABA liberado

O O ~ la Ne?.lf'uﬁa 1

El GABA reacciona
con los receptores
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{permite que
entre el CI" )

Impulso nervioso
en curso que
queda inhibido




La forma en que el GABA transmite su mensaje inhibidor es a través de lo que
podriamos llamar un inteligente dispositivo electrénico. Su reaccion con los
sitios especiales (receptores GABA) ubicados en la parte exterior de la neurona
que lo recibe abre un canal, permitiendo asi que las particulas con carga negativa

(iones cloruro) entren en la neurona.

Estos iones negativos “sobrecargan” la neurona, debilitando la respuesta de la
misma a otros neurotransmisores, que en condiciones normales, la excitarian.
Las benzodiacepinas también reaccionan en sus propios sitios especiales
(receptores benzodiacepinicos) que precisamente estan ubicados en los
receptores GABA. Los distintos subtipos de receptores benzodiacepinicos tienen
acciones levemente distintas. Uno de estos subtipos, (el alfa 1) es el responsable
de los efectos sedativos, otro (el alfa 2) es el que ejerce efectos ansioliticos,
mientras que ambos, el alfa 1 y el alfa 2, como también el alfa 5, son los
responsables de los efectos anticonvulsivos. Todas las benzodiacepinas se
combinan, en mayor o menor grado, con todos estos subtipos y todas aumentan
la actividad del GABA en el cerebro.

Como resultado de este incremento de la actividad inhibidora del GABA causada
por las benzodiacepinas, disminuye la produccién cerebral de neurotransmisores
excitativos, incluso se reduce la produccion de norepinefrina (noradrenalina),
serotonina, acetil-colina y dopamina. Estos neurotransmisores excitativos son
necesarios para las funciones involucradas en el estado normal de vigilia y alerta,
memoria, tono muscular y coordinacion, respuestas emocionales, secreciones de
las glandulas endocrinas, control del ritmo cardiaco, tensién sanguinea y para
muchas otras funciones, todas las cuales pueden ser perjudicadas por las

benzodiacepinas. Hay otros receptores benzodiacepinicos, no relacionados con el



GABA, que se encuentran en el rifion, colon, células sanguineas y corteza
suprarrenal, que pueden ser afectados por algunas benzodiacepinas. Estos efectos
directos e indirectos son responsables de los bien conocidos efectos adversos

causados por el uso de las benzodiacepinas®.

4. Aplicacion en la Anestesia: Para la induccion de anestesia las
benzodiacepinas se dan por via intravenosa en dosis de 5 — 10 mg [2] ej.:
diazepdm (0,1 a 1 mg/kg.) una hora antes que el paciente sea trasladado a la sala
de operaciones. A fin de evitar la sensacion quemante y reducir el riesgo de
trombosis venosa, la solucion de diazepam y de otros farmacos como el
lorazepam, midazolam y flunitrazepdm debe de inyectarse con lentitud [1]. Una
vez inyectado el farmaco se distribuye con rapidez hacia el cerebro y su accion
comienza a los pocos minutos (5 — 10 minutos), como resultado se observa
somnolencia, amnesia y por ultimo pérdida del conocimiento. Las
benzodiacepinas, también son utiles como agentes Unicos para procedimientos
que no requieren analgesia: Ej. En endoscopia, cateterismo, laringoscopia y

broncoscopio.
5. Otras acciones:

e Estimulan el apetito de la rata y del perro con aumento del consumo
alimentario y del peso corporal y lo mismo sucede con el hombre, sin que
se conozca el modo de accion[1].

e EI diazepam ejerce una accion depresora sobre el uUtero, existe una
disminucién de la frecuencia, amplitud y tono, sobre todo en el utero

gravido.

4 BENZODIACEPINAS: MECANISMO DE ACCION, http://www.benzo.org.uk/espman/bzcha01.htm



6. Tolerancia: El consumo prolongado de las benzodiacepinas puede llevar al
desarrollo de tolerancia, que se caracteriza por una disminucion progresiva de la
intensidad de los efectos del medicamento, requiriendo de un aumento de la
dosis para obtener el mismo efecto a lo que era en un principio. Con frecuencia
la tolerancia puede deberse a tres factores:

1. Por consumo prolongado y de forma continua de un farmaco siempre a la
misma dosis. En muchos casos, la dosis inicial de la droga tiene cada vez
menos efecto y se necesita una dosis mas elevada para lograr obtener el
efecto inicial, esto ha llevado a los doctores a recetar dosis cada vez mas
alta o bien a afadir otra benzodiacepina, de modo que los pacientes
terminan tomando dos tipos de benzodiacepinas al mismo tiempo.

2. Por una eliminacion lenta de los metabolitos demetilados de
benzodiacepinas de accion larga superior a las 24 hrs. que son
tranquilizantes ansioliticos activos de potencia menor, de accién
prolongada y vida media mucho mayor que las benzodiacepinas
originales. Ocurre especialmente con el clordiazepdxido, medazepam,
diazepam, prazepam, cloxazolam y clobazam.

3. La insuficiencia hepéatica—renal y el envejecimiento: Reducen la
eliminacion de las benzodiacepinas y sus metabolitos. En la primera
especialmente se afecta los procesos de biotransformacion que debe sufrir
el farmaco benzodiacepinico (oxidacion, demetilacion e hidroxilacion),
como también la conjugacion con el acido glucurénico.

De esta manera se llega a una acumulacion y fijacion de los metabolitos
benzodiacepinicos en las proteinas plasmaticas y tejido adiposo, los cuales son

responsables directos de la inhibicidn de sus efectos farmacoldgicos.



En general, el organismo responde a la presencia de la droga con una serie de
mecanismos de adaptacion que tiende a superar los efectos de la misma. En el
caso de las benzodiacepinas, los cambios que se producen para compensar su
presencia tienen lugar en el GABA y en los receptores benzodiacepinicos, los
cuales se hacen menos reactivos, de modo que disminuye la accion inhibidora
del GABA vy la de las benzodiacepinas [5].

VII. FARMACOCINETICA:

1. Absorcion: Las benzodiacepinas se absorben con facilidad y de forma
completa en las vias digestivas, aunque no todas con la misma rapidez cuando se
administra por via oral. Asi por ejemplo el clorazepato sufre primero una
descarboxilacion de forma rapida en el jugo gastrico hasta N-desmetildiacepam,
que a continuacion se absorbe como tal, otro ejemplo el diazepam se absorbe
maés rapido en los intestinos que el clordiazepoxido. La accién farmacoldgica de
las distintas benzodiacepinas se da a los 30 a 40 minutos con una accién maxima
de 2a4 hrs.

Por via intramuscular. La absorcion no estan buena debido a que estos
farmacos se combinan con las proteinas del mdsculo, ademas su elevada
lipofilisidad hace que se conjugue gradualmente con la grasa del cuerpo y se
observe niveles de biodistribucion muy variables y erraticos (a excepcion del
lorazepam). En muchas ocasiones el empleo de estos farmacos por via IM

resulta ser doloroso e irritante en el lugar de la inyeccion.

Por via intravenosa. Es muy bueno el efecto terapéutico, su accion comienza a
los pocos minutos (1 a 5 minutos), las drogas como tal y sus metabolitos se
captan rapidamente en el cerebro y otros organos bien prefundidos como en los

musculos, ganglios, tejido adiposo, etc. La administracién intravenosa requiere
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que se haga lentamente en casos de urgencia, valorando el riesgo de depresion

respiratoria.

2. Distribucion: Una vez absorbidas, en la sangre, las drogas benzodiacepinicas
y sus metabolitos activos, como el N-desmetil-diacepam (nordazepam), se
distribuyen ampliamente a los diversos tejidos del organismo, incluso pudiendo
atravesar la barrera placentaria y encontrarse en el feto y recién nacido en
concentraciones sanguineas semejantes a la de la madre, también secretarse a

traves de las glandulas mamarias y presentarse en la leche materna.

A nivel sanguineo (plasma) las benzodiacepinas se combinan con las proteinas
plasmaticas, especialmente con la albimina, en proporciones variables que van

desde el 70 % para el bromazepam al 99,5 % para el ketazolam.

La administracion por via oral, intramuscular e intravenosa de diazepam se
obtiene una biodisponibilidad del 86 a 100% a los 30 a 90 minutos, se une a las
proteinas plasmaticas en un 98%, logrando un volumen de distribucion (0.7-2,6
L/kg) y vida media de 14-100 horas. Mientras que el alprazolam (via oral)
presenta una biodisponibilidad del 80%, la maxima concentracion plasmatica se
observa después de 1 a 2 hrs de haber administrado una dosis Unica de
alprazoldm (14,4 ng/ml via oral), los niveles en plasma son proporcionales a la
dosis administrada: con dosis de 0,50 a 3,0 mg se observan niveles de 8,0 a 37
ng/ml. Con un grado de union a proteinas plasmaticas del 70-80%

(principalmente albuminas) y vida media de 12 a 16 hrs.

En muchas ocasiones estas concentraciones pueden incrementarse especialmente

en nifios y ancianos, probablemente se deba a diferentes factores, como un mal
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funcionamiento hepatico, hipoproteinemias, disfunciones renales y una elevada

sensibilidad hacia los efectos de la droga.

3. Metabolismo: Se metabolizan especificamente en los microsomas hepaticos
por efecto de diversos sistemas enzimaticos intracelulares, por consiguiente, las
drogas son suficientemente liposolubles como para atravesar la membrana
celular. EI metabolismo (biotransformacion) de las benzodiacepinas da lugar a la
formacién de sustancias farmacolégicamente activas de accién larga y de vida
media prolongada, por ejemplo el diazepam tiene una vida media de 14 — 100
hrs. y de su metabolito N-desmetildiacepdm de 36 — 200 hrs. (en algunas
ocasiones la vida media de estos farmacos puede ser hasta el doble de la
sustancia de origen) [4]. Parte de esta variabilidad condiciona la
biotransformacion y eliminacion con mayor lentitud y las causas de
determinadas circunstancias fisiologicas y patoldgicas. También existen otros
factores que influyen en su biotransformacion, asi como enfermedades hepaticas,
consumo de algunos inhibidores de la monoamino-oxidasa (IMAO),
tranilcipromina, farmaco que inhibe las enzimas microsémicas hepaticas, el cual
conduce al incremento de la potencia y alarga el tiempo de eliminacion de la
droga por una mala conjugacion con &cido glucurénico [1]. Estas y otros factores
como el envejecimiento reducen notablemente la biotransformacion de las

benzodiacepinas que deben ser oxidadas, hidroxiladas o desalquiladas.

Una ““familia” importante de benzodiacepinas acaba produciendo oxazepam,
previamente N-desmetil-diacepam (nordazepam). El clorazepato y el prazepdm
son pro-farmacos activos por convertirse en desmetildiacepdm en el organismo.
El primero en el propio tuvo digestivo y el segundo en el higado. El

flunitrazepam, nitrazepdm y flurazepdm sufren una hidroxilacion una N-
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desalquilacion y una oxidacion ulterior para luego conjugarse con el acido

glucuronico y excretarse [3].

En la figura 1 se ilustran la existencia de numerosos metabolitos activos
comunes entre los distintos farmacos de benzodiacepinas. Por su parte el
diazepam sufre los procesos de demetilacién y oxidacion por dos caminos
diferentes (figura 2A) para transformarse en oxazepam y conjugarse con el acido
glucuronico. A su vez existe una via alterna de eliminacion de uno de los
metabolitos del diazepam (temazepam) que se encuentra presente en orina en
casos de insuficiencia hepéatica y una administracion excesiva de la droga
(diazepam) que conduce al aumento de la concentracion del farmaco y la de sus
metabolitos a nivel sanguineo. Como el organismo responde con una serie de
manifestaciones y mecanismos de defensa contra un agente externo, parte de este
metabolito (temazepam) serd eliminado de forma directa por conjugacién con el
acido glucuronico por via renal y es la que condiciona una mala

biotransformacion del diazepam.

El alprazolam que contiene un anillo triazol (triazolobenzodiacepina), se
biotransforma mediante reacciones de oxidacion. Primero se produce una
hidroxilacion inicial a nivel del grupo metilo sobre el anillo triazol,
posteriormente sobre el anillo B en posicion 3. Los productos Ilamados alfa-
hidroxilados (alfa-hidroxialprazolam) son muy activos y se metabolizan con gran
rapidez sobre todo por conjugacion con el acido glucurénico de modo que no
ocurre acumulacién apreciable de los metabolitos activos sobre el organismo
(figura 2B).
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4. Excrecion: Las benzodiacepinas y sus metabolitos se eliminan en su mayor
parte por via renal en forma de conjugados glucuronicos, cerca de 70 — 90%, el
resto en las heces y a través de la bilis, en algunas circunstancias puede
prolongarse su eliminacion como ocurre en la insuficiencia hepatica y renal, por
ej. La semivida promedio de eliminacion del diazepam es de 57 hrs. en
condiciones normales, en insuficiencia renal aumenta a 62 hrs. Asi mismo el
alprazolam se elimina por via renal en un 80% en forma glucuronizado, la cual
se excreta a las 12-15 hrs. en condiciones normales, en insuficiencia hepética
19,7 hrs. y en ancianos a las 16,2 hrs. Al finalizar el mismo las concentraciones

plasmaéticas son subclinicas a las 24 hrs que desaparecen en 4 0 menos dias.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que en todas éstas consideraciones
farmacocinéticas (absorcion, distribucion, etc.), la dosis juega un papel
primordial en la terapéutica y un ajuste cuidadoso puede evitar muchos

problemas secundarios.

VIII. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS:

Los efectos depresores de las benzodiacepinas incluyendo el alprazolam vy
diazepdm se potencian con la administracion simultanea de otras dogas
depresoras que poseen efectos sedativos e hipndticos, los mismos pueden llevar a

fenomenos indeseables de toxicidad aguda [(4), (5)].

Las interacciones mas importantes son de naturaleza farmacodinamica, las cuales
podrian llevar a fendmenos ya descritos en la parte superior, pero vale recalcar

que sus efectos se potencian con los siguientes farmacos:

= Algunos antidepresores: Como la aminotriptilina y la doxapina.
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= Los tranquilizantes mayores 0 neurolépticos: Ej. Fenobarbital, la
carbamazepina, la fenitoina, este ultimo se eleva considerablemente en el
plasma sanguineo, debido a que las benzodiacepinas inhiben el
metabolismo de la fenitoina.

= Los antihistaminicos sedativos: Como la fenhidramina y prometazina.

= Los farmacos opiaceos: Heroina, morfina y meperidina.

= Las bebidas alcoholicas (etanol): pueden ser especialmente graves.

= La coadministracion de alprazolam con algunos imidazoles antifingicos
(itraconazol y ketoconazol) alteran el metabolismo oxidativo del
alprazolam mediada por la isoenzima CYP3A4, prolongando su efecto.

» La fluvoxamina, nefazodona, fluoxetina aumenta las concentraciones

plasmaticas del alprazolam.

Las interacciones de tipo farmacocinético son de menos trascendencia; asi por

ejemplo:

= La cimetidina: Reduce el metabolismo del diazepam y clordiazepoxido.

= Los antiacidos (hidroxido de aluminio y magnesio): reducen la absorcion
del clorazepato dipotasico y de otras benzodiacepinas.

= Los anticonceptivos orales: Alteran el metabolismo del diazepam y
alprazolam.

= El diazepam: disminuye la accion terapeutica de la levodopa.

= La digoxina administrada juntamente con el alprazoldm produce una
intoxicacién digitalica. Puede deberse a un aumento de las
concentraciones plasmaticas de la digoxina al interferir el alprazolam con
la fijacion a las proteinas del plasma o por un efecto sobre los tubulos

renales reduciendo la eliminacion de la digoxina.
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IX. EFECTOS ADVERSOS:

Después del tratamiento y una vez que hayan alcanzado las concentraciones
plasméaticas de dosis terapéuticas (hipnoticas, ansioliticas, etc.), las
benzodiacepinas producen grados variables de aturdimiento, laxitud, trastornos
funcionales mentales y motoras, confusion, amnesia anterograda, somnolencia
residual durante el dia, resaca (efecto de Hangover), con frecuencia debilidad,
vision borrosa, vértigos nauseas y vomitos, malestar epigastrico, diarrea,
artralgias, dolor del torax e incontinencia. La presencia de estos efectos
indeseables esta relacionada claramente con la dosis, la vida media del farmaco y

el tiempo de administracion.

1. Efectos psicoldgicos adversos: En ciertas ocasiones las benzodiacepinas
pueden producir efectos paraddjicos con un incremento del nivel de ansiedad,
alucinaciones e incidencia de pesadillas; sobre todo durante la primera semana
de tratamiento. En otras causa irritabilidad, comportamiento agresivo,
taquicardia y sudacion, euforia, inquietud, paranoia, conducta hipomaniaca e
ideacion suicida y empeoramiento de las convulsiones en epilepticos, tales
reacciones son semejantes a las que a veces produce el alcohol (extremadamente

frecuentes en individuos ansiosos y agresivos, en nifios y gente mayor) [5].
2. Efectos en la gente mayor: Los pacientes geriatricos son mas sensibles a los

efectos secundarios de las benzodiacepinas, pudiendo provocar confusion, de

ambulacidn nocturna, amnesia, pérdida de equilibrio y Pseudodemencia.
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Los efectos colaterales se atribuyen en parte a dos razones principales:
= Deficiencia en la biotransformacion.

= Mayor sensibilidad a la accion farmacolodgica: Los ancianos experimentan

a dosis bajas los efectos benéficos como los perjudiciales.

Por consiguiente tenemos tres reglas importantes en el tratamiento de pacientes

geriatricos:

= Seleccionar benzodiacepinas que no sufran biotransformacion lenta a nivel

hepatico y que no se acumulen.

= De absorcion rapida (es imprescindible para que alcance las
concentraciones terapéuticas en el tejido cerebral), y tiempo de actuacion

entre 4 a 6 horas.

= Ajustar progresivamente la dosis, debe ser la mitad que la de los adultos

jovenes.

Pautas posoldgicas’:

Alprazolam: 0,25-0,5 mg dos veces al dia, incrementos de 0,25 mg.

Lorazepam: 0,5 mg (1/2 tableta) 1-2 veces al dia. Con incrementos de 0,5 mg.

Triazolam: 0,125 mg como hipndtico. No incrementar la dosis.

& Consideraciones generales Ansioliticos, sedantes e hipnéticos. html.rincondelvago.com/ansioliticos-sedantes-e-hipnoticos.html
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3. Efectos adversos durante el embarazo:

3.1. Dimorfo-genesis y otros efectos sobre el feto y neonato: Informes
recientes sefialan un aumento en la incidencia de malformaciones congenitas en
recién nacidos de madres tratadas con benzodiacepinas, especialmente con
clordiazepoxido, triazolam, flurazepam y alprazolam. Particularmente durante el
primer trimestre de embarazo; estas drogas retrasan el crecimiento intrauterino
del feto y el desarrollo cerebral. También, se han observado gran variabilidad de
reacciones alérgicas, hematologicas y hepatotoxicidad, el cual se denomina
sindrome de “FLOPPY INFANT*. El neonato presenta sintomas de hipotonia
muscular, hiperexcitabilidad, llanto estridente, retraso mental, déeficit de atencién
y dificultades en la alimentacion [(4) (5)]. Las grandes dosis justo antes del parto
0 durante el mismo pueden causar hipotermia y depresion respiratoria leve. El

abuso por parte de la embarazada entrafia el peligro de sindrome de abstinencia.
X. CONTROL DE PSICOTROPICOS:

Las benzodiacepinas se encuentran contempladas en el Estatuto Nacional de
Sustancias Controladas por Decreto Supremo 25235 de 30 de Noviembre de
1998 Reglamento a la Ley del Medicamento capitulo XVII Psicotrépicos y
Estupefacientes en sus articulos 112 a 137 grupo IV tranquilizantes hipnéticos no
barbitdricos” y en la ley 1008: Ley del Régimen de la Coca y Sustancias
Controladas de 19 de julio de 1988 en sus articulos 39, 62, 63 y 64. Que
corresponden a un grupo de sustancias cuya importacion, exportacion,
fabricacion, distribucién y venta son de control especial. Segin Resolucion
Ministerial No. 050/2000 de 2000 del Ministerio de Salud.

" Ministerio de Salud y Prevision Social Direccién General de Servicios de Salud Unidad de Medicamentos Laboratorios y Bancos de Sangre, LISTA DE
MEDICAMENTOS CONTROLADOS, UNIMED. ED.5? Vol. 10 La Paz 2002
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XI. TOXICIDAD:

A pesar de su amplio margen de seguridad y poca toxicidad de las
benzodiacepinas en terapéutica no debe soslayarse la posibilidad de llegar a
complicaciones toxicas, que mayormente es ocasionado por el uso inadecuado e
indiscriminado de dichos farmacos benzodiacepinicos. Ya sea con el aumento de

su dosis o la administracion continua en el paciente.

El estado de salud o enfermedad influye también en la accién de las
benzodiacepinas, en términos generales puede decirse que los enfermos son los
que resisten menos a los efectos toxicos que las personas sanas y no solo los
enfermos, sino también aquellas personas debilitadas por falta de alimentacion o

desnutridas [4]. Por consiguiente puede observarse dos tipos de intoxicaciones:

1. Intoxicacion Aguda: Resulta de la administracion y absorcion de dosis altas
de benzodiacepinas (sobredosis), 15 a 20 veces mayores que la dosis usual. En
este tipo de intoxicacion el paciente puede ser despertado con la conservacion de

sus signos vitales, como: presion arterial, respiracion y pulso.

La ingestion de grandes dosis de un agente toxico, en nuestro caso
benzodiacepinas; el organismo responde con una fuerte reaccion defensiva
contra el farmaco con vomitos y diarrea, etc. Que hace que expulse la mayor
cantidad del téxico benzodiacepinico, antes de que haya producido lesiones
irremediables en el SNC y cuerpo. Muy pocas veces se han observado muertes
debido a benzodiacepinas por via oral y son extremadamente raras a no ser que
se ingirieron al mismo tiempo otros farmacos depresores, como barbitdricos,
etanol, antipsicoticos, etc. Sin embargo la administracion por via intravenosa de

forma rapida aln en dosis terapéuticas, pueden inducir al paro
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cardiorrespiratorio, inconciencia y muerte. Posiblemente se deba en parte al
vehiculo de la ampolla (propilenglicol), por la formacién de trombos y por
enfermedad bronca pulmonar obstructiva crénica y en cardidpatas®. El
envenenamiento de tipo agudo reconoce tres origenes: suicidio, homicidio y

accidental [1].

1.1. Los suicidas: Es decir las personas que voluntariamente toman dosis altas
de benzodiacepinas para autoeliminarse. Es muy frecuente en mujeres y en
general se debe a cuestiones amorosas, sexuales, como también a factores

psicologicos.

1.2. Homicidio: Es frecuente; pero lo fue mucho mas antiguamente en que era el
modo de desembarazarse de las personas que molestaban. Aparentemente el
nimero de envenenamientos o intoxicacion de tipo homicida ha disminuido

considerablemente. Parece ser debido a las siguientes causas:

» Es mas dificil ahora que antes conseguir el farmaco sin receta médica.

> Los progresos de la toxicologia ha hecho que estas drogas sean

descubiertas en los alimentos, bebidas, fluidos corporales y cadaveres.

Este tipo de intoxicacion es muy frecuente en problemas de herencia de dinero o

titulos, problemas amorosos y sexuales.

1.3. Accidental: Es la mas importante; los accidentes mortales por error en la
administracion y equivocacion de la dosis por parte del médico, durante
intervenciones quirdrgicas (como preanestésico), del farmacéutico, del propio

enfermo que a de tomar la benzodiacepina (frecuente en pacientes geriatricos) o

8 Intoxicacion por benzodiacepinas www.fepafem.org.ve/Guias_de_Urgencias/Intoxicaciones/Intoxicacion_por_benzodiacepinas.
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muchas veces sin que haya error de dosis, sino mas bien por una mayor

susceptibilidad especial del sujeto; puede producir una intoxicacion aguda.

Las intoxicaciones accidentales graves y mortales son extraordinariamente
repetidas en la actualidad, el cual es originado por el empleo de benzodiacepinas
con otras sustancias depresoras del SNC, como: el alcohol, la morfina, cocaina,
etc. La vida moderna ha traido esta nueva complicacion y son ya muy frecuentes

en la sociedad.

1.4. Manifestaciones clinicas: Debe recogerse todos los sintomas subjetivos y
objetivos encontrados en el enfermo o presunto intoxicado. Lo que mas lleva la
atencion en el cuadro sintomatico es la depresion del SNC, que suele iniciarse de
forma réapida, brusca y brutal ----por via intravenosa a los 30 a 120 minutos y por
via oral depende del compuesto y de la cantidad del farmaco ingerido [8]--- el
individuo de pronto se siente mal, con dolores abdominales, existe trastornos
respiratorios (ataxia), sedacion, somnolencia, disartrias, nistagmus y pupilas
mioticas intermedias, ademas hiporreflexia, hipotermia e hipotensién con
taquicardia compensatoria, la inmovilidad prolongada por inconciencia puede
generar rabdomidlisis u escaras. La aparicion de coma debe hacer sospechar de

la ingestion de otros farmacos depresores.

En presencia de una sintomatologia de esta naturaleza y prontamente
desarrollada, es cuando debemos preguntar e inquirir los alimentos, bebidas,
medicamentos, etc. que el enfermo ha tomado en las ultimas 24 hrs.y todo
material biologico (vOmitos, deposiciones, etc.) que nos de informacion sobre
lo sucedido y las causas de la intoxicacion. No hay que olvidar el hacer la
recoleccion maxima de muestras bioldgicas e indicios del hecho, por que

muchas veces puede sobrevenir la muerte, sin que el sujeto vomite mas o
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haga deposiciones 0 que puede hacer desaparecer lo que ingirio tirdndolo, de esta

manera entorpecer el estudio y la investigacion.

Las benzodiacepinas que con mayor frecuencia llegan al laboratorio para analisis son:

El alprazolam, lorazepadm, clonazepdm, clordiazepoxido, diazepam y flurazepam.

NHCH3 0

o )\ /‘\ "

Flunitrazepam Clordiazepoxido Diazepam

N )ROH o Iy

/ yoo
O Sra 3

Cl

7
i NO2 o
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CH2 CHs3

CH2 CH2- N<
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CH2 CH3
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1.5. Almacenamiento y estabilidad de la muestra: La muestra es estable a
temperatura de 4 - 8° C durante 7 dias, pero lo aconsejable es realizar el analisis
despues de haberla obtenido o dentro de las 72 horas, con el objetivo de no
permitir el desarrollo bacteriano y existan mas interferencias para la
identificacion de los metabolitos benzodiacepinicos. En caso de no realizar el
procesamiento y analisis de la muestra en el transcurso de este tiempo se procede

a su congelacion la cual es estable durante 5 meses.

2. Intoxicacion crénica: Es de suponer que el consumo de dosis pequerias y
repetidas de benzodiacepinas conduzca a una intoxicacion crénica. Aqui todos
los sintomas estdn muy apagados, sin perjuicio de que haya agudizaciones
relacionadas con ingestion de nuevas dosis, pero correspondiendo a
debilitaciones del organismo. Es el problema principal que mas frecuentemente
se observa con las benzodiacepinas de accion larga. Conduce, ademas a una
acumulacién del farmaco y la de sus metabolitos, como también a la disminucién

de sus efectos benéficos terapéuticos.

Cualquier persona que luche por superar la toma de benzodiacepinas, se dara
cuenta, que ademas de sus efectos terapéuticos, ejercen otros efectos profundos
en la mente y en el organismo [5]. Ocasionalmente pueden observarse efectos
paradojicos, como: agresion, excitacion, psicosis 0 deterioro neuroldgico
importante, siendo los nifios y los ancianos los mas afectados a este tipo de
manifestaciones, asi mismo también existe otro tipo de consecuencias, como:
tendencia a accidentes, insomnio de rebote, ansiedad, cefalea, astenia, amnesia

anterograda, sindrome de abstinencia, dependencia psiquica-fisica y tolerancia.

Todos estos efectos pueden trastornar en gran medida las tareas psicomotoras del

individuo.
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2.1. Deterioro de la memoria: Desde hace mucho tiempo se sabe que las
benzodiacepinas causan amnesia; un efecto que se utiliza con frecuencia en
cirugia, como: preanestesico y en turbaciones psicologicas. La pérdida de
memoria en casos desagradables es positivo, pero el uso por periodos
prolongados sin tener un cuidado en su administracion o consumo, puede
provocar pérdidas circunscritas de memoria, incapacidad de recordar nimeros
telefonicos por unos segundos, recordar palabras y casos que sucedieron mucho
tiempo atras, incluso inhibir el aprendizaje o adquisicion de estrategias
alternativas para afrontar sus problemas y obstaculiza el tratamiento cognitivo
conductual. Por eso es necesario evitar tareas riesgosas gque exigen cierto grado

de alerta mental, como conducir vehiculos u operar maquinas.

2.2. Dependencia: Son drogas que potencialmente provocan adiccion, por su
parte la dependencia fisica y psicologica se produce en un lapso que va desde
semanas hasta meses de uso habitual o repetido con posibilidad de llegar aun
sindrome de abstinencia (6 a 8 meses de tratamiento con dosis usuales),
imposibilitando la suspension del farmaco tras la administracion continua. El

cuadro se caracteriza por [6]:

e Sintomas psicolégicos: Ansiedad, insomnio, irritabilidad, disforia,
psicosis.

e Sintomas somaticos de ansiedad: Temblores, palpitaciones, vertigo,
sudoracion y espasmos vasculares.

e Trastornos de la percepcion: Intolerancia al ruido y a la luz, sensacion
de movimiento y sabor metélico.

2.3. Tratamiento: Consiste en disminuir el régimen de dosificacion de manera
gradual y evaluar los factores biologicos, sociales y psicolégicos. También

incluye examen médico y analisis de tipo laboratorial, como: hemograma,
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leucograma, analisis de lipidos (perfil lipidico), transaminasas y otros perfiles

hepaticos, ademas de un estudio de orina y renal.

2.3.1. La nutricion: El enriquecimiento de la dieta con sales, oligoelementos,
vitaminas, aminoacidos esenciales; etc. Es muy importante para la recuperacion
neuronal, cerebral y fisico del paciente. Se debe de promover actividades
favorables al cambio vital con participacion activa del médico psiquiatra y de sus

familiares®.

XIl. ANTECEDENTES:

El analisis toxicoldgico de benzodiacepinas y de sus metabolitos durante los
ultimos aflos ha experimentado un considerable desarrollo, caracterizado
especialmente por el empleo de instrumentos mas o menos complejos, capaces
de identificar y medir la cantidad del toxico y sus metabolitos. Tal es el caso
cuando se emplea técnicas inmonoquimicas, como el de EMIT
(enzimoinmunoanalisis), espectrofotométricos (UV-IR), cromatografia de gases
y otros. Estas tecnicas instrumentales presentan indudables ventajas sobre los
métodos analiticos clasicos: microcristalizacion, colorimétrico y cromatografia
en capa fina.

En los estudios realizados por Iriarte Sanabria E. Cecilia; Diazepam una droga de

abuso, La Paz 1998. (los metabolitos fueron identificados por espectrofotometria
(UV); EMIT, colorimétrico  (técnica de Bratton Marshall) vy

microcristalizacion).Y por Morales Flores Fanny Esther. Determinar la presencia

de metabolito de diazepam (oxazepam) en muestras de orina de pacientes

internados en el servicio de ginecologia del Hospital Obrero CNS, La Paz 2001.

(los metabolitos benzodiacepinicos fueron identificados por microcristalizacion).

° Desintoxicacion Tranquilizantes Benzodiacepinas Tratamiento Contra ... www.tavad.com/desintoxicacion-tranquilizantes.htm
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En ambos estudios, la identificacion de metabolitos benzodiacepinicos resultd
ser positiva, lo que permite hacer una comparacion del procedimiento de anélisis

de microcristalizacion.

XI11. JUSTIFICACION:

Debido a la facilidad de obtener las benzodiacepinas en el comercio, actualmente
son causantes de numerosas intoxicaciones (accidentales, suicidas u homicidas).
Por sus propiedades hipnotico-sedantes su uso se ha generalizado en hechos
delictivos, como: robos, violaciones, etc. Al estar estos hechos relacionados con
la ley es necesario contar con un método sencillo, practico y confiable para
extraer e identificar los metabolitos benzodiacepinicos en muestras de orina por

ser la mayor via de eliminacién.
XIV. OBJETIVOS:

A) OBJETIVO GENERAL.:

= Optimizar un método de extraccion e identificacion de metabolitos

benzodiacepinicos en muestras de orina para su aplicacion practica.

B) OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= Realizar la extraccion de metabolitos benzodiacepinicos de alprazolam y
diazepam en muestras de orina por dos métodos.

= |dentificar los metabolitos de alprazoldm y diazepam por
microcristalizacion y cromatografia en capa fina.

= Demostrar que los métodos utilizados son Utiles y confiables para el
diagnostico e identificacion de los metabolitos benzodiacepinicos.

= Obtener controles positivos en animales de experimentacion (conejos).
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XV. DESCRIPCION DEL AMBIENTE DE ESTUDIO:

El presente trabajo se desarrolld en el Instituto de Servicios de Laboratorio de
Diagnostico e Investigacion en Salud -- SELADIS --, en el laboratorio de
Toxicologia, quinto piso; del area farmaco-quimico, dependiente de Facultad de
Ciencias Farmaceéuticas y Bioquimicas de la UMSA. Ubicado en la avenida
Saavedra, No 2224, Zona Miraflores de la Ciudad de La Paz y en la Universidad
Nacional Siglo XX, Carrera de Bioquimica Farmacia. Ubicado en la

Departamento de Potosi, Municipio de Llallagua.

XVI. DISENO METODOLOGICO:

A. MODELO TEORICO:

’ PROCESO ANALITICO

l

RECOLECCION DE MUESTRAS DE ORINA DE PACIENTES
QUE CONSUMEN BENZODIACEPINAS

l

PREPARACION DE
MUESTRAS

Control positivo J Estandares
\’ HIDROLISIS ‘/

|

Eter de petréleo METODO DE Cloroformo - Isopropanol
D EXTRACCION >
v |
METODO DE IDENTIFICACION ‘ ’ METODO DE IDENTIFICACION
’ Microcristalizacién ‘ — ’ Microcristalizacion ‘
RESULTADOS
- ’ Cromatogréfico \/v \ Cromatogréfico «—

29



B. POBLACION:
Se seleccionaron dos tipos de consumidores: habituales y ocasionales.

Primero: Pacientes del Hospital de Psiquiatria Caja Nacional de Salud y pacientes del
Hospital de Clinicas Unidad de Psiquiatria de la ciudad de La Paz. Instituciones
grandes que prestan asistencia médica a pacientes que cursan procesos
psicopatoldgicos, como: ansiedad, demencia, trastornos neurolégicos, etc. En ambos
hospitales los pacientes son tratados con benzodiacepinas y otros farmacos.
Lamentablemente no fue posible discriminar cuantos recibian alprazolam y diazepam,
por gue no se tuvo acceso a todas las historias clinicas.

Segundo: Personas voluntarias que consumen ocasionalmente dichos farmacos de

manera selectiva (alprazolam y/o diazepam).

NuUumero de muestras: De 32 pacientes elegidos en ambos grupos de consumidores, se

colectd 1 muestra por paciente, haciendo un total de 32 muestras.

C. UNIDAD DE ANALISIS: Orina colectada por las enfermeras de los hosocomios

mencionados y por los propios voluntarios.

D. MUESTREO: Para el presente trabajo se realiz6 un muestreo no probabilistico
aleatorio, teniendo cuidado de que la muestra sea representativa para el estudio

propuesto.

E. TOMA DE MUESTRA: Se recolectaron muestras representativas, primera orina
de la mafana, en frascos de plastico limpios y secos, de boca ancha, capacidad de 100

ml, debidamente etiquetadas con: nombre, fecha, niUmero de cama, etc.

En las personas que colaboraron voluntariamente en el presente trabajo se les entrego

el frasco con una especificacion de cémo colectar la muestra.
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F. HIDROLISIS DE LA MUESTRA:

Por hidrolisis acida (HCI), las benzodiacepinas presentes en muestras de orina, asi
como sus metabolitos libres y/o conjugados son transformados en las benzofenonas
correspondientes. Estas benzofenonas son extraidas de las matrices de la muestra por
medio de los solventes organicos (isopropanol-diclorometano, cloroformo-isopropanol
0 éter de petréleo), previa alcalinizacion. Después de ser extraidas en sus fracciones
acidas, neutras y basicas, son diferenciadas e identificadas por cromatografia en capa

fina y microcristalizacion™.

Estructura general de las benzofenonas:

Benzofenonas que se encuentran con mayor frecuencia por analisis cromatogréafico.

Benzofenona Origen

Metilaminocloro- Diazepam, ketazoldm, medazepam, temazepam,
camazepam.

Aminocloro- Oxazepam, diazepam, prazepam, medazepam, ketazolam,
camazepam, clordiazepoxido, demoxepam, nordazepam.

Aminodicloro- Lorazepam, lormetazepam.

Aminoclorofluoro- flurazepam

Aminonitro- Nitrazepam

Diamino- Nitrazepam

Aminonitrocloro- Clonazepam, loprazolam

Metilaminoaminofluoro- | Flunitrazepam

10 Noirfalise; NOTES DE TRAVAUX PRACTIGUES DE CHIMIE TOXICOLOGIQUE, 1986; presses universitains de Liege (Bélgica) Pag. 49 — 51.
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Benzofenonas originados a partir de la hidrolisis de los metabolitos del diazepdm
[oxazepam (A) y temazepam (B)].

NH2

Cl

AMINOCLOROBENZOFENONA

B

NH2 — CHs

Cl

XVIl. MATERIAL Y METODOS:

XVIII. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS:

0
l

METILAMINOCLOROBENZOFENONA

Materiales Reactivos Equipos
Pipetas de 0,2; 5; 10 ml Eter de petroleo Bario Maria
Pro-pipeta Isopropanol Lampara de luz UV 254 nm
Gradillas Diclorometano Centrifuga
Tubos de ensayo Cloroformo Vortex
Tubos tapa rosca de 30 ml Acetona Estufa

Embudo

Acido clorhidrico p.a.

Cronometro

Hidroxido de sodio p.a.

Porta objetos

Carbén activo

Camara cromatogréafica

Placas precubiertas con gél de silice

GF254

Micro pipetas (microliters)

Patrones de diazepam y alprazolam

Tubos conicos de centrifuga de 15 ml

Papel pH de0a 14

Papel filtro

Reactivo de Mayer

Vidrio de reloj
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XIX. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE LOS METABOLITOS Y
CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS:

Se utilizaron dos métodos de extraccion para determinar el grado de aislamiento

0 separacion de los metabolitos benzodiacepinicos del material biologico

(muestras de orina) y elegir el método para luego ser optimizado.

A. PRIMER METODO DE EXTRACCION:

1.

Se toma un tubo de vidrio con tapa rosca de 30 ml, se afiaden 5 ml de
orina, previamente centrifugada y atemperada a temperatura ambiente, se
agregan 0,5 ml de acido clorhidrico concentrado y se lleva a bafio Maria
hirviente por 1 hora.

De la misma forma se procede con los controles negativos y positivos. Se
aflade a una orina blanco o muestra negativa, un volumen de 200 ul de
estandar ya preparado de alprazolam, de una concentracién de 2ug/ml.

Se deja enfriar y se lleva a pH 9 con hidroxido de sodio al 40 %.

Se agrega 8 ml de una mezcla de diclorometano-isopropanol (85:15),
agitar en vortex durante 10 minutos.

Centrifugar para separar las dos fases (organica y acuosa).

Trasvasar la fase organica a un tubo limpio y seco, afiadir 3 mg de carbon
activo, agitar suavemente, proceder a filtrar tres veces hasta que la
solucion este limpida libre de particulas de carbdn, esto ayudaré a que el
extracto organico esté mas cristalino, pero debera cuidarse que la solucion
organica filtrada no este en contacto con la luz para evitar que la muestra y
los controles positivos y negativos tomen nuevamente un color, dificil de

eliminar, para esto se recubren los tubos con papel carbonico.

1 AQA-TOX001 CODIGO 11-001.
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7. Luego de concluida la filtracion se concentra la solucién organica a
sequedad y el residuo se reconstituye con 0,5 ml de cloroformo-

isopropanol (90:10) para la siembra en placas cromatogréaficas.

B. SEGUNDO METODO DE EXTRACCION*:

1. Se mezclan 3 ml de acido clorhidrico concentrado y 10 ml de muestra, de
la misma forma el control positivo en un tubo de vidrio de 30 ml de
capacidad con tapon.

2. Se coloca bajo campana en agua hirviente durante 30 minutos.

3. Se enfria y agregar 10 ml de éter de petroleo, previa alcalinizacion con
hidréxido de sodio al 2 N, tapar el tubo y rotar cuidadosamente durante 10
minutos.

4. Centrifugar 5 minutos y transferir la capa superior orgéanica a un tubo
limpio.

5. Evaporar el extracto a sequedad bajo una corriente de aire a 60°.

6. Reconstituir con 100 pl de éter de petroleo para la posterior siembra en las

placas cromatograficas.

XX. CONTROLES POSITIVOS:

Al no contar con los controles positivos de los metabolitos del diazepam
(oxazepadm y temazepam) que Se excretan por orina se obtuvieron a partir de
muestras de orina de conejos, previa administracion de diazepam en dicho

animal.

2 MONOGRAFIAS - ANALITOS Y TECNICAS TOXICOLOGICAS,
http://www.msal.gov.ar/htm/site/pdf/Monografia_ AC.pdf#search=%22benzodiacepinas%20y%20benzofenonas%20%22
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1. PROCESO DE OBTENCIC’)N,DE CONTROLES POSITIVOS
(METABOLITOS DE DIAZEPAM):

Los animales de experimentacion (4 conejos) fueron sometidos a una dieta
estricta, con un solo tipo de alimento (zanahoria) y agua, durante una semana,
con fines de eliminar las interferencias provenientes de la degradacion y

metabolismo de otros tipos de sustancias alimenticias.

Pasada la primera etapa se procede a la recoleccion de una muestra de orina de
cada conejo antes de administrar el farmaco, que se constituye en el control
negativo. Esta recoleccidn durd 24 hrs. obteniéndose un volumen total de 20 mli
de orina de cada animal. Luego se administro diazepam (ampolla de 10 mg — vol.
2 ml) en una concentracion de 2,5 mg — vol. 0,5 ml, via intramuscular cada 6
horas durante 2 dias. En el transcurso de este tiempo se fue recolectando las
muestras de control positivo en frascos de vidrios limpios y secos con capacidad
de 50 ml. Llenos los frascos inmediatamente fueron sometidos a congelacion
para evitar la contaminacion y el desarrollo bacteriano y degradacion de los

metabolitos benzodiacepinicos presentes en muestras de orina de conejos.

Obtenidas los controles positivos y negativos se procede a la extraccién e
identificacion de presencia de los metabolitos del diazepam (oxazepam vy
temazepam). De la misma manera como se explica en los apartados de

extraccion e identificacion (método 1y 2).

XXI. IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS:

1. MICROCRISTALIZACION: La microcritalizacion es una de las pruebas

mas antiguas, mas simples y sensibles usadas en toxicologia, aunque hoy en dia
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ha sido sustituido por métodos instrumentales, aun tiene valor como ensayo

preliminar (screening).

1.1. Fundamento: En su forma mas simple la prueba consiste en eliminar el
agua de una solucion de prueba (muestra) por evaporacion, esto hard que la
solucidn se haga maés saturada y concentrada cuando se pone en contacto con un
reactivo (reactivo de Mayer) dando lugar a la formacion de micro-cristales del
derivado en forma de méscara sobre un porta objetos. La reaccion del reactivo de
Mayer con los metabolitos benzodiacepinicos (o0 benzofenonas) producen sales
complejas por la reaccion de los grupos amino (por lo general nitr6genos
secundarios o terciarias) con el mercurio y atomos de oxigeno, formando un
precipitado amarillento que poco a poco se vuelve blanco-amarillento, que llega

a cristalizar sobre el portaobjetos después de 24 0 48 hrs.

Los microcristales formados de la solucion de prueba o muestra, seran
comparados en microscopio, con aquellos cristales microscopicos formados
cuando el mismo reactivo es mezclado con una solucién de sustancia conocida
(estandares o muestra control positivo), procesadas de la misma forma y en las

mismas condiciones que la muestra®.

1.2. Procedimiento:

Parte de la fase organica obtenida después de la concentracién de las muestras y
control positivo y negativo provenientes de la Ultima etapa de los métodos de
extraccion (1 y 2). Se lleva a un tubo de hemolisis, un volumen de 150 pul de la
fase organica y se mezcla con 150 pl de reactivo de Mayer. De la misma

solucion se toma 1 gota y se la deposita en un porta objetos, con su respectiva

* E.G.G Clarke; ISOLATION AND IDENTIFICATION OF DRUGS IN FARMACEUTICALS BODY FLUIDS AND POST-MORTEN MATERIAL, The
Pharmaceutical Press, London 1975 vol.1 - 2 Pag, 43.
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identificacion, extender y dejar reposar 1 hr. y 30 min. sin recubrir con
cubreobjetos. Observados por el microscopio se veran cristales en forma de

rosetas irregulares (anexo: figura n°5).

2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ADSORCION:

Fundamento: La cromatografia de adsorcién es un método fisicoquimico
basado en la separacion de los componentes de una mezcla por migracion
diferencial, de acuerdo a distintos mecanismos, en dos fases inmiscibles, una de
las fases que es liquida es la fase mdvil (FM) y la otra que es sdélida es la fase
estacionaria (FE). Los componentes de la mezcla a separar invierten un tiempo
diferente en recorrer cada una de las fases, con lo que se produce la separacion.
Si un componente esta la mayor parte del tiempo en la fase maévil el producto se
mueve rapidamente, mientras que si se encuentra la mayor parte en la fase

estacionaria, el producto queda retenido y su salida es mucho mas lenta™ *°.

2.2. Procedimiento:

Fase estacionaria: placas precubiertas con gel de silice GF254
Fase movil: Cloroformo-acetona (4:1).
Revelador: Lampara de luz ultravioleta 254 nm.
Se siguieron los siguientes pasos:
1. En una placa recubierta con silica gel GF254, mediante un capilar de
vidrio se siembra a 1 cm. del borde inferior las muestras y controles
disueltos en cloroformo-isopropanol (90:10), de la misma forma para el

éter de petroleo.

¥ W.G. Thomas; CLARKES ISOLATION AND ID1ENTIFICATION DRUGS. The pharmaceutical Society of department of pharmaceutical Society of Great
Britain, editorial staff. London 1986. Pag. 160.

!5 Dominguez S. Xorge Alejandro , CROMATOGRAFIA EN PAPEL Y EN CAPA DELGADA, Programa Regional de Desarrollo Cientifico Tecnolégico
Departamento de asuntos cientificos Secretaria general de la OEA, monografia N° 16, Ed. EVA V. ""Chesneau™", México 1975; P4g. 7; 9; 35.
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2. Se introduce la placa cromatografica en la camara previamente saturada
con la FM durante 24 hrs.

3. Se cierra la camara y dejando que la FM hacienda por capilaridad 10 cm.
de distancia del punto de siembra, sacar la placa y marcar la altura
recorrida del solvente con la ayuda de un lapiz de grafito.

4. Se revela la placa bajo una lampara de luz ultravioleta de 254 nm de
longitud de onda para observar y marcar la fraccion de los metabolitos
separados (anexo, figura 9 - 10), donde se encuentran los puntos
(identificacion de los metabolitos y controles positivos).

5. Se realiza la medicion de recorrido de cada metabolito y se calcula su Rf.
Observar flujo grama de extraccion e identificacion de los metabolitos.
XXIl. RESULTADOS:

1. En el presente estudio se ha logrado la extraccion e identificacion de
los metabolitos benzodiacepinicos en la mayoria de las muestras
analizadas y la optimizacién de uno de los métodos de extraccion

(método 1), el cual se verifica mediante CCF (figura n°9).

2. En los ensayos de microcristalizacion se observé que del 100% (32) de
las muestras analizadas, el 75% (24) resultaron ser positivas con ambos
métodos de extraccion (ver tabla 1), presentando los microcristales tipicos

de metabolitos benzodiacepinicos (anexo, figura n° 5).
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PROTOCOLO PARA EXTRAER LOS
METABOLITOS BENZODIACEPINICOS EN MUESTRAS DE ORINA

\ 4 \ 4
Método de Método de
Extraccion 1 Extraccion 2
v v
En un tubo con tapa rosca (c.s.p. 30ml) afiadir 5 ml de En un tubo con tapa rosca de 30ml afiadir 10 ml de orina

orina centrifugada mas 0,5ml de HCI p.a.

v

Hidrdlisis 1Hr.
(ebullicién)

v

mas 3ml de HCl p.a.

Enfriar
llevar a pH 9 con OHNA 40%

v

Agregar 8ml de
Diclorometano-isopropanol (85:15)

v

Agitar en vortex 10 minutos

v

Centrifugar 5 minutos

v

Descartar la fase acuosa

v

Afiadir 3 mg de carbén activo
(mezclar)

v

2

Hidrolisis 30 minutos
(ebullicién)

v

Enfriar y alcalinizar con OHNa 2N

v
Agregar
10ml de éter de petréleo

v
Auaitar en vortex 10 minut.
v
Centrifugar 5 minutos
v

La fase organica transferir
a un tubo de vidrio

2

Filtrar 3 veces en tubos de ensayo
cubiertos con papel carbonico

Evaporar a sequedad el solvente organico

v

Evaporar a sequedad el solvente organico

v

El residuo solubilizar con 0,5ml
cloroformo-isopropanol (90:10)

v

Reconstituir el residuo con
100 ul de éter de petroleo

\ 4
IDENTIFICACION DE LOS METABOLITOS BENZODIACEPINICOS
v v Y v
Cromatografia en capa fina Microcristalizacion Cromatografia en capa fina

v

A4

v

En una placa cromatogréfica sembrar a 1 cm. del borde
inferior los metabolitos
(muestras y controles)
extraidos en cloroformo-isopropanol.

Mezclar 150 pl de extracto organico
con 150 pl de reactivo de Mayer en un tubo de
hemolisis, sobre un portaobjetos depositar una
gota de la mezcla,
extender y dejar reposar 1hr y 30minut.

borde inferior los metabolitos
(muestras y controles)
extraidos en éter de petréleo

En una placa cromatogréafica sembrar a 1 cm. del

: —

Introducir a la cdmara cromatografica, cerrar y dejar que
hacienda la fase mévil por capilaridad
(FM: cloroformo: acetona [4:1]), hasta 10 cm. de altura

— -

Observar en microsconio

v

Introducir a la camara cromatografica, cerrar y dejar que

hacienda la fase mévil por capilaridad

(FM: cloroformo: acetona [4:1]), hasta 10 cm. de altura

Secar y revelar bajo ldmpara de luz UV de 254 nm,

v

v

Marcar la fraccion de los metabolitos

\ 4

Secar y revelar bajo ldmpara de luz UV de 254 nm,

A 4 A 4

v

Marcar la fraccién de los metabolitos

A

Medir los Rfs

R

\ 4

ESULTADOS RESULTADOS

Medir los Rfs

A




TABLAI

MUESTRAS IDENTIFICADAS POR MICROCRISTALIZACION CON AMBOS METODOS DE

EXTRACCION

METODO DE EXTRACCION

SUSTANCIAS Diclorometano-isopropanol Eter}de petréleo
(METODO 1) (METODO 2

ANALIZADAS Positivo Negativo Positivo | Negativo TOTAL
ESTANDARES
C () 0 0
C (+) + +
C(H) A + +
C(+) D + +
MUESTRAS
1 + + 1
2 + + 1
3 + + 1
4 0 0
5 + + 1
6 0 0
7 0 0
8 + + 1
9 0 0
10 + + 1
11 + + 1
12 + + 1
13 + + 1
14 + + 1
15 0 0
16 + + 1
17 + + 1
18 + + 1
19 + + 1
20 + + 1
21 + + 1
22 + + 1
23 0 0
24 + + 1
25 + + 1
26 + + 1
27 + + 1
28 0 0
29 + + 1
30 0 0
31 + + 1
32 + + 1
TOTAL (100%) 75% 25% 75% 25%

Es necesario sefialar que por micro-cristalizacion no se logra diferenciar los
microcristales formados de los metabolitos de diazepam (oxazepam y temazepam) y
alprazolam, como de otras benzodiacepinas libres o conjugadas; los cuales observados

al microscopio son idénticos.
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3. Por el método de cromatografia en capa fina se logrd identificar y

diferenciar las sustancias estudiadas, (tabla Il). Correspondiendo el 40% a

metabolitos de diazepdm (oxazepam y temazepam) y 35% a metabolitos

de alprazolam (tabla I1); [figura anexo 11 - 12], siendo el resto negativos.

TABLAII

) VALORES DE RF OBTENIDOS EN CROMATOGRAFiA EN CAPA FINA i
[FASE MOVIL: CLOROFORMO: ACETONA (4:1)] CON LOS DOS METODOS DE EXTRACCION Y SOLVENTES ORGANICOS

UTILIZADOS
METODO DE EXTRACCION
(método 1) . (método 2)
CLOROFORMO-ISOPROPANOL ETER DE PETROLEO
Sustancia Rf de Rf de Rf de Rf de Rf de Rf de Rf de Rf de Total de
Analizada oxazepam | temazepadm | alprazolam | diazepam oxazepam | temazepdm | alprazoldm |diazepam metab.
encontrados

Estandares y controles positivos y negativo

c () - - - - - - -

C (#) 0,20 0,50 0,074 0,75 - - -

C(H#A -- - 0,074 -- - - -

C (+)D -- - - 0,75 - - -

Muestras
1. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
2. 0,20 -- -- - - - 1
3. -- - 0,075 -- - - - 1
4. -- -- -- -- - 0
5. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
6. -- - - -- - 0
7. -- - - -- - 0
8. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
9. -- - -- -- - 0
10. -- -- 0,073 -- - - - 1
11. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
12. -- - 0,074 -- - - - 1
13. 0,21 -- -- -- - - - 1
14, -- - 0,072 -- - - - 1
15. -- 0,50 -- -- - - - 1
16. -- - 0,073 -- - - - 1
17. 0,20 0,51 -- -- - - - 2
18. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
19. 0,21 -- -- -- - - - 1
20. -- - -- -- - 0
21. -- - 0,072 -- - - - 1
22. -- - 0,073 -- - - - 1
23. -- - - -- - 0
24. 0,20 0,50 -- -- - - - 2
25. -- - 0,073 -- - - - 1
26. 0,20 -- -- -- - - - 1
217. -- - 0,074 -- - - - 1
28. -- - - -- - 0
29. -- - 0,073 -- - - - 1
30. -- - -- -- - 0
3L -- -- 0,073 -- - - - 1
32. -- 0,50 -- -- - - - 1

C+ = muestras de orina de conejo con metabolitos de diazepam.; C+A = muestra control positivo de alprazolam; C+D =
muestra control positivo de diazepam p.a.
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TABLA T

RELACION DE METABOLITOS ENCONTRADO DE ALPRAZOLAM Y DIAZEPAM SEGUN
METODO CROMATOGRAFICO

Porcentaje
Positivos para diazepam 40,6
Positivos para alprazolam 34,3
Muestras negativas 25
TOTAL n° 32 100,00

Del total de muestras que presentaban metabolitos de diazepam, 54 % contenian
los dos metabolitos de dicho farmaco, en el 31% solo se observa oxazepam y en

el 15% restante temazepam (tabla 1V).

TABLA IV

RELACION DE OXAZEPAM Y TEMAZEPAM SEGUN MUESTRAS POSITIVAS
PARA DIAZEPAM ENCONTRADAS EN CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Metabolitos identificados | Porcentaje
Oxazepam - temazepam 54
Oxazepam 30,7
Temazepam 15,3
Total n® 13 100,00
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En la corrida cromatografica de los extractos del método 2, no se observa la
separacion de ningun metabolito (anexo figura 8), lo cual nos demuestra que el
solvente utilizado (éter de petrdéleo) no es apropiado para la extraccion de dichos

metabolitos.

XXI111. CALCULO ESTADISTICO:

C.1. Test de Ji-Cuadrado:

Haciendo una comparacion entre los dos métodos de extraccién 1 y 2, se
obtuvieron los siguientes resultados como se observa en la tabla A. De modo que
la frecuencia esperada era: que el 50% (16) o mas de las muestras analizadas
fueran positivas, como se indica en la tabla B. A favor de un método a nivel de
significacion de 0.01. Contrastemos la hipdtesis, a) existe diferencia entre los dos

métodos; b) el método 1 es el elegido?.

Tabla A Tabla B
Frecuencias observadas Frecuencias esperadas




Positivos | Negativos | total

1 Método 1 16 16 32
Método 2 16 16 32

Total 32 32 64

1) Uniendo tabla Ay B (trabajando por separado).

Método 1 Método 2
positivos | negativos | total [§f Positivos | Negativos | Total
Frecuencias 24 8 32 0 32 32
observadas
Frecuencias 16 16 32 16 16 32
esperadas ()
Total 40 24 64 16 48 64

2) Calculado la distribucion tedrica.

METODO'f METODO 2
Positivos | Negativos | total || Positivos | Negativos | Total
PROPORCIONES | 0,625 0,375 1,00 0,25 0,75 1,00
% 62,5 37,5 100 25 75 100

3) Aplicar las proporciones a las dos muestras, luego emplear la formula:

Calculado = [40/64] * 32 =20

Zz _ (Ol_ez)z +(Ol_ez)2 + o O —¢ :Zk:(oi_ej)z
e e e, 1€
a) Para frecuencia observada.
Método 1 Método 2
positivos | negativos | total [f Positivos | Negativos | Total
Calculado 20 12 32 8 24 32
observado 24 8 32 0 32 32
(O, -8,)? 16 16 64,00 64




(O, -¢,)? 0,8 1,33 2,13 |Il 8 2,66 10,66
&

b) Para frecuencia esperada.

Método 1 Método 2
positivos | negativos | total [j Positivos | Negativos | Total
Calculado 20 12 32 8 24 32
observado 16 16 32 16 16 32
(O, —e,) 16 16 64,00 64
(0, —e,)? 0,8 1,33 2,13 8 2,66 10,66
&
kK (0. —e.)?
Donde: Zo = Zﬂ
R
Método 1 Método 2
> %o (Fo-Fe) 213+213 = 10,66 + 10,66
4,26 =21,32

Para determinar el nimero de grad@$ de libertad (v) consideramos entre los

positivos y negativos para cada metodo y utilizamos la siguiente formula.

v=(K -1) (K - 1)
v=(2 -1)@2-1)=1

Donde se tiene 1 grado de libertad, interpolando en la tabla de distribucion 42

(anexo; cuadro 3), con probabilidad de 0,01 y un grado de libertad, el valor de

74 €5 6,63 el cual se utilizara para ambos métodos de extraccion 1y 2.

Interpretacion:

a) Existe una diferencia significativa entre las frecuencias observadas, de los

métodos de extraccion por los resultados dados en y,? (ji-cuadrado observada).



b) El valor critico zZ para 1 grado de libertad es 6,63. Asi, como y,°= 4,26 es <

6,63, no podemos rechazar que el método 1 es bueno a nivel de significacion de
0,01.

1
Region

1
de aceptacién
1

2
: 2
_ 2
Xo=426 7 Xo-=
6,63

C.2. Ahora veamos si el método 1 es adecuado para extraer e identificar los
metabolitos benzodiacepinicos segun la teoria estadistica de las decisiones,

: : 44 .
mediante contraste de medias y proporciones usando distribuciones normales.

Como de 32 muestras de orina, por método 1, se encontré que en 24 de ellas
contenian los correspondientes metabolitos benzodiacepinicos y con el se extrajo
y se identifico por CCF 24 muestras positivas correctamente. Determinemos si el
resultado es significativo y que el método es confiable, a nivel de significacion

de: a) 0,05; b) 0,01 y c¢) cuanto de error probable podriamos tener.

Si p es la probabilidad de que el método 1 es bueno y los resultados son

significativos. De modo que hay que decidir entre dos hipétesis.

e Hy p<0,05. El método 1y el resultado no son significativos.



e H; p>0,05. El método 1y el resultado son significativos.

Como estamos interesados de que el método 1 es bueno y los resultados son

significativos, escogemos un contraste de una cola. Si la Hy es verdadera, la

media (u) y la desviacion tipica (o) vienen dadas, por:

n=Np q=1-p c = 4/Npq
n=32+%05=16 p=0,5 G = 4/32*0,5*0,5
q:1_01520;5 6:2,83

a) Para un contraste unilateral, al nivel de significacion 0,05; debemos tomar
Z1: como se observa en la figura 2, de modo que el area entre 0 y Z1 es de
0,4500, y su valor es 1,645 (anexo tabla 1), luego nuestra regla de decision
0 contraste de significacion es:

Si el valor de Z observado (Zo) es mayor que Z1 = 1,645, el resultado es
significativo y el méetodo 1 es bueno,4§1 nivel de significacion de 0,05. En caso

contrario los resultados y el método 1 no son validos.

Como existen 24 muestras positivas en unidades estandar, tenemos:

Zo= N-u Zo= 24-16 =2,82
c 2,83

Figura 2



% Zo
2,82

Region
de '
acepiacion

Entonces decimos que como Zo = 2,82 > Z; = 1,645, concluimos que al nivel

de 0,05, el método es valido y el resultado es significativo.

b) A nivel de significacion de 0,01 el area entre 0 y Z; es 0,4900, y el valor de Z;

=2,33. Como 2,8 > 2,33 hacemos una idéntica conclusion que (a).

c) Como los niveles de significacién y el intervalo de confianza nos sirven de
guia al tomar la decision en el probleryél. Diriamos que sobre la base del estudio,
la probabilidad en equivocarnos al concluir que el método 1 es bueno y los
resultados son significativos es de alrededor de un 5%. La probabilidad obtenida

en este caso es de 0,059; que lo llamaremos nivel de significacion experimental.

O/= (2.82-2.33) x 0,6745 = 0,0593
v32-1

O/ = 0,0593 X 100 = 5,93 = 5%




(O/) probabilidad de error.

XXIV. DISCUSION Y CONCLUSIONES:

En el presente estudio se tuvo acceso a una poblacion limitada de consumidores
de tranquilizantes benzodiacepinicos: 32, de los cuales 21 eran de pacientes
internados de las unidades de psiquiatria de la Caja Nacional de Salud y del
Hospital de Clinicas, que hemos denominado consumidores habituales y 11

consumidores ocasionales (pacientes ambulatorios).

El 75% de muestras analizadas fueron positivas, encontrandose los metabolitos
benzodiacepinicos de alprazolam y diazepam con el primer método de extraccién
que se usa en el laboratorio (PNO: AQA-TOX001; CODIGO 11-001) e

identificadas por CCF y microcristalizacion.

Se demuestra que el método utilizado es sencillo, préctico, accesible, util y
confiable para extraer e identificar los metabolitos benzodiacepinicos y
estadisticamente aceptable con grado de error de 5%.

No existiendo en el comercio los controles positivos de los metabolitos
excretados después de la ingestion 9167 diazepam (temazepam y oxazepam) se
logré un método para su obtencion, empleando conejos, lo cual redundd en la

correcta identificacion de estos metabolitos en las muestras analizadas.

Con las modificaciones incorporadas se optimizo el método 1, mejorando su
eficiencia (anexo, figura 8 - 9):

e Para la obtencion de extractos mas limpios y con menor nimero de

interferencias enddgenas agitar la muestra y centrifugar antes de realizar la

hidrolisis.



e Para evitar la presencia de colorantes interferentes filtrar la fase organica

con carbon activo protegiendo de la luz.

Es necesario sefialar que por micro-cristalizacion no se puede distinguir los
microcristales formados de alprazolam, diazepdm y de los metabolitos de
oxazepam y temazepdm y de otras benzodiacepinas libres o conjugadas; los
cuales observados al microscopio son iguales. De tal manera podriamos decir
que es una prueba de empleo limitado en toxicologia; y considerada como una
prueba inadecuada o como un metodo primario de identificacion de un
compuesto desconocido. Su verdadero valor estd como medio confirmatorio
después de utilizar la cromatografia en capa fina, de gases o por métodos
espectrofotometricos (UV, IR, de masas, etc.), u otros métodos existentes para

identificar benzodiacepinas y sus respectivos metabolitos.

Debemos hacer notar que estos resultados estan limitados por el numero de
muestras (32). Sin embargo estamos demostrando, que el método 1 es eficaz y
confiable y podriamos verificarlo con absoluta certeza aplicandolo en grupos
mayores.

XXV. RECOMENDACIONES:
48

Es importante tener en cuenta que para realizar un analisis de metabolitos
benzodiacepinicos en muestras de orina, se debe conocer la solubilidad; el
metabolismo de cada benzodiacepina y contar con los materiales y equipos
necesarios, asi como también de sustancias de referencia metabolitos de
diazepam (oxazepam y temazepam) alprazoldm o controles positivos, con el fin
de obtener resultados precisos y confiables; y evitar una perdida innecesaria de

esfuerzo, de tiempo y de recursos econémicos.



Estudiado los efectos adversos y toxicidad de las benzodiacepinas, especialmente
la cronica, en personas o0 pacientes que consumen asiduamente, se recomienda a
los profesionales médicos, administrar aquellas benzodiacepinas, que no sufran
una biotransformacion lenta a nivel hepatico, como los siguientes alprazolam,
oxazepam, temazepam, triazolam, etc., con el fin de evitar la acumulacion y los

efectos colaterales de estos farmacos en el paciente.
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I) PREPARACION DE REACTIVOS:

52
Reactivos de Mayer:
a) Pesar 1,36mg de Cl,Hg, disolver en 60 ml de H,O destilado.
b) Pesar 5 g. de Kl y disolver en 10 ml de H,O destilada.
¢) Mezclar ambas soluciones y enrazar a 100 ml de H20O destilada.



HCL 0,1IN: Con laayuda de una pipeta medir un volumen de 0,83 ml de HCI p.a.
Ilevar a matraz con 50 ml de H20 destilada mezclar y enrazar a 100ml con H20

destilada.

Na OH 40%: pesar 20 g de OHNa p..a. Diluir con 50 ml de H20O destilada en un vaso

de precipitado.

I1) CUADROS ESTADISTICOS.

Cuado 1
CONTRASTES DE UNA Y DE DOS COLAS



Valores criticas de z para contrastes de una y dos colas en varios niveles de

significacion.

Nivel de significacion 0,10 0,05 0,01 0,005 0,002

Valores criticos de z -1,28 -1,645 -2,33 -2,58 -2,88

para tests unilaterales 0 1,28 0 1,645 02,33 0 2,58 0 2,88

Valores criticos de z -1,645 -1,96 -2,58 -2,81 -3,08

para tests bilaterales y 1,645 y 1,96 y 2,58 y 2,81 y 3,08
Cuadro 2

Estimaciones de intervalo de confianza

Muestra los valores de zc correspondientes a niveles de confianza usados en la practica.

Nivel de confianza 99,73% 99%  98% 96% 9545% 95% 90% 80% 68,27% 50%

zc 3.00 258 233 205 2,00 196 1645 128 100 0,6745

Cuadro 3
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Fuente: Catherine M. Thompson, Table of percentage points of the p* distribution, Biometrika, Vol. 32 (1941), con autoriza-
cion del autor y del editor

I11) Posibles reacciones quimicas en:

1) Hidrolisis acida (HCI):
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2) Micro-cristalizacion:
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IV) Figuras del proceso de investigacion:

Reactivos Muestras

Materiales




A) Figuras de extraccion de metabolitos y controles:

FIGURA 1: Hidrolisis. FIGURA 2: Fase organica ya separada de la fase
acuosa, previa centrifugacion (no filtrada)

FIGURA 3: Filtracién del solvente organico con carb6n activo FIGURA 4: Muestras filtradas




B) Figuras del proceso de identificacion y resultados obtenidos

MICROCRISTALIZACION

FIGURA 5: Cristales positivos de metabolitos benzodiacepinicos.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

FIGURA 6: Proceso de siembra FIGURA 7: Corrida cromatogréafica




Resultado:

Revelado de las placas cromatogréaficas bajo lampara de luz UV a 240 nm de 24

FIGURA 8: Diferencia entre los dos métodos de extraccion observado por cromatografia en capa fina y revelado
bajo lampara de luz UV 240 nm

Isopropanol-diclorometano éter de petréleo

FIGURA 9: Diferencia entre lo filtrado y no filtrado método 1.

No filtrado

FIGURA 10:



Figura 11:

Figura 12:



Oxazepam Temazepam



