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RESUMEN

El consumo de Benzodiazepinas se encuentra relacionado a los aspectos médico-legales
porque esta asociado a actos delictivos como hurto, delitos contra la integridad sexual,
dopajes, y desde el punto de vista clinico legal a la dependencia. Objetivo: Determinar
una técnica selectiva por Cromatografia en Capa Fina para identificar Benzodiazepinas.
Método: Se empleo la cromatografia en capa fina como una técnica selectiva de
identificacion de Benzodiazepinas, para ello se recolectaron muestras de orina de 26
personas voluntarias sanas que previamente se les habia administrado Benzodiazepinas.
El analisis se realizo en el laboratorio de toxicologia de la Universidad Norbert Wiener
y UNMSM. Resultado: La cromatografia en capa fina dio positivo para
Benzodiazepinas y otras sustancias (Fenobarbital y Fenitoina) en 80% de las muestras
de orina analizadas, se sugiere utilizar la técnica de certeza como es la cromatografia de
gases con espectrometria de masa. Conclusion: Se determiné que la técnica de
Cromatografia en Capa Fina es una técnica altamente sensible pero no es especifica para

Benzodiazepinas.

Palabras clave: Cromatografia en Capa Fina, Benzodiazepinas, técnica altamente

sensible, Alprazolam, Diazepam



SUMMARY

The consumption of Benzodiazepines is related to the medico-legal aspects because it is
associated with criminal acts such as theft, crimes against sexual integrity, doping, and
from the clinical legal point of view to dependence. Objective: To determine a selective
technique by Thin Layer Chromatography to identify Benzodiazepines. Method: Thin
layer chromatography was used as a selective technique for the identification of
Benzodiazepines, for them urine samples were collected from 26 healthy volunteers
who had previously been administered Benzodiazepines. The analysis was carried out in
the toxicology laboratory of the Norbert Wiener University and UMSM. Result: Thin
layer chromatography tested positive for Benzodiazepines and other substances

(Phenobarbital and Phenytoin) in 80% of the urine sample analyzed, it is suggested to
use the certainty technique such as gas chromatography with mass spectrometry.

Conclusion: It was determined that the Thin Layer Chromatography technique is a

highly sensitive technique but it is not specific for Benzodiazepines.

Key words: Thin Layer Chromatography, Benzodiazepines, highly sensitive technique,

Alprazolam, Diazepam



GLOSARIO

Adsorcion: Es un proceso por el cual &tomos, iones o moléculas de gases, liquidos o

solidos disueltos son atrapados o retenidos en una superficie.

Screening: Es el examen analitico o screening constituye la fase para la confirmacion

del compuesto a analizar, que tiene como objetivo identificar los analitos de interés.

Viabilidad: Es la cualidad de viable (que tiene probabilidades de llevarse a cabo o de

concretarse gracias a sus circunstancias o caracteristicas).

Sensibilidad: Es una afeccién adquirida de evolucion cronica caracterizada por la
presencia de sintomas de variada intensidad que aparecen aun ante la exposicion a bajos

niveles de sustancias quimicas e involucran a varios 6rganos o sistemas.

Especificidad: Es tanto del tipo de reaccion que catalizan, como del sustrato

involucrado en la reaccion.

Validacion: Es el proceso por el cual se establece, mediante estudios de laboratorio, que
las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los requisitos para las

aplicaciones analiticas previstas.

Meétodo: Es un modo, manera o forma de realizar algo de forma sistematica, organizada

y/o estructurada.

Técnica: Es la ciencia que desarrolla y mejora métodos e instrumentos para obtener

informacidn sobre la composicion y naturaleza quimica de la materia.

Extraccion: Es la técnica de separacion de un compuesto a partir de una mezcla sélida
o liquida, aprovechando las diferencias de solubilidad de los componentes de la mezcla

en un disolvente adecuado.



I.INTRODUCCION

En el presente trabajo se logré determinar que la técnica de cromatografia en capa fina
es una técnica sensible pero no es especifica para Benzodiazepinas, porque da
resultados positivos con otras sustancias.

Se evaluaron los diferentes solventes organicos referidos en el trabajo de investigacion
que muestran resultados &ptimos con reactivos quimicos y reveladores en la
identificacion de estas sustancias.

La cromatografia en capa fina (CCF) es un método fisico - quimico que permite
identificar diversas sustancias y metabolitos en un fluido biolégico como la sangre,
orina, humor vitreo, en la cual se emplea una fase movil y una fase estacionaria,
empleando también reactivos reveladores lo cual representa de mucha utilidad en el
campo clinico y forense. Tiene como finalidad el diagndstico de la ingesta o abuso del
consumo de drogas, entre ellas las Benzodiazepinas, en el campo clinico y toxicoldgico
y forense.

La administracion de Benzodiazepinas puede realizase por diferentes vias, la cual puede
representar un uso y abuso del mismo, incluso llegar a una dependencia o sindrome de
abstinencia, donde los pacientes lo emplean principalmente como tranquilizante o
ansiolitico. Desde el punto de vista forense o legal, son empleados por personas que
administran dichas sustancias para provocar disminucion de conciencia mediante el
dopaje, ya sea para el hurto en personas de sexo masculino, o para delitos contra la
integridad sexual en mujeres.

En otras oportunidades es empleado ademas en secuestros u otras acciones delictivas.
La persona pierde o disminuye el nivel de conciencia, afectando su voluntad y
sometiéndose a las intenciones de los sujetos agresores. Estos efectos estan asociados a
la disminucion de la serotonina por medio de efectos gabaérgicos.

Frente a ello, el laboratorio analitico permite identificar sustancias o metabolitos
presentes en un fluido, donde los métodos inmunoquimicos, la cromatografia en capa
fina, la espectrometria de masas, entre otros permiten identificar la sustancia materia de
investigacion. Cuando se esta asociado a hechos forenses, la investigacion permite

identificar a la sustancia y asociarlo si esta estuviera comprometida a un hecho



delictivo, donde la autoridad se pronunciard mediante el resultado analitico si se esta
frente a un culpable de un hecho o delito.

El desarrollo de técnicas analiticas de sensibilidad, selectividad, especificidad para
identificar en nuestro caso Benzodiazepinas necesita de técnicas continuas, renovadas y
de equipos especializados para confirmar esta prueba, donde es fundamental tener
patrones o estandar referentes de la sustancia investigada.

1.1 Planteamiento del Problema.

Las Benzodiazepinas (BZD) son farmacos depresores del sistema nervioso central, que
pueden producir somnolencia, sedacion, hipnosis y suefio profundo, tienen accion
tranquilizante, ansiolitica, miorrelajante y anticonvulsivante, por lo cual precisa de una
receta médica para ser dispensado. Es empleado concomitantemente con bebidas
alcohdlicas para producir disminucion del nivel de conciencia y cometer hechos
delictivos como dopaje y delito de violacién sexual .

El Ministerio Pablico y la Policia Nacional del Peru son las entidades autorizadas para
emitir un dictamen pericial toxicol6gico, que consiste en un examen quimico
toxicoldgico sobre un fluido bioldgico u otra muestra a fin de identificar sustancias
quimicas; donde generalmente para el caso de Benzodiazepinas, indican como método
analitico a la cromatografia de capa fina, lo cual seria de mayor importancia, la
identificacion del tipo de Benzodiazepinas, ademas de la concentracién para tener una
real aproximacion del tiempo de administracion del tipo de Benzodiazepina y
determinar si la administracion de la Benzodiazepina en un individuo se hubiera
producido antes, durante, o después de haberse cometido un hecho delictivo, al estar
dicha sustancia comprometida en un hecho delictivo.?

Nuestro trabajo de investigacion pretendidé encontrar un método altamente selectivo, que
identifique Benzodiazepinas por el método de cromatografia de capa fina, que muestre
repetibilidad y que los resultados no sean generalizados, para evitar errores de

interpretacion.



1.2 Formulacion del problema.

Problema general
La Cromatografia en Capa Fina es una teécnica selectiva para identificar

Benzodiazepinas.

Problemas especificos
1. ¢Es la Cromatografia en Capa Fina una técnica selectiva para identificar

Alprazolam?

2. ¢Es la Cromatografia en Capa Fina una técnica selectiva para identificar Diazepam?

1.3 Justificacion.

Las Benzodiazepinas son sustancias que actlan deprimiendo el Sistema Nervioso
Central, cuando son administradas con otros depresores como el alcohol etilico u otro
generan sinergismo, lo cual se utiliza Gltimamente para cometer actos delictivos en
perjuicio de la sociedad.

El llamado “pepeo” es el sinergismo de potenciacion entre el alcohol etilico y la
Benzodiazepina es una accion que se produce cuando se administra alcohol mas otro
depresor del sistema nervioso central que puede producir somnolencia, letargia o
estupor, que incluso puede llegar al coma o a la muerte por depresién de los receptores
GABA a nivel del centro cardio respiratorio. En los diferentes andlisis es preciso
identificar el tipo de Benzodiazepina para asociar su tiempo de vida media (corta,
intermedia o prolongada), y el tiempo aproximado de administracion conociendo su
toxicocinética.

El impacto social, indica que estos hechos delictivos quedan impunes, cuando no se
puede demostrar la existencia de la Benzodiazepina en una muestra biologica; al no
existir un método selectivo y especifico que identifique el tipo de Benzodiazepinas.

Al no tener técnicas validadas que muestren selectividad, especificidad para la

identificacion de Benzodiazepinas la Cromatografia en Capa Fina (CCF), que se usa



para su identificacion no asegura que la sustancia determinada sea la mencionada, por lo
que no se puede concluir el analisis.

El presente trabajo busca realizar ensayos, empleando diferentes fases moviles y
reactivos reveladores, para poder determinar la selectividad de este método y poder dar
un aporte a las autoridades para una correcta administracion de justicia, es por ello que

se justifica el presente estudio.

1.4 Objetivos.

1.4.1 Objetivo general.
Determinar una técnica selectiva por Cromatografia en Capa Fina para

identificar Benzodiazepinas.

1.4.2 Objetivos especificos:
1. Determinar una técnica selectiva por Cromatografia en Capa Fina para
identificar Alprazolam.
2. Determinar una técnica selectiva por Cromatografia en Capa Fina para
identificar Diazepam.
3. Determinar una técnica selectiva por Cromatografia en Capa Fina para

identificar otras sustancias quimicas (Fenitoina y Fenobarbital).

1.5 Variables.

1. Variable independiente

Muestras de orina de personas voluntarias con ingesta de Benzodiazepinas.

2. Variable dependiente

Cantidad minima detectable de Benzodiazepinas.

3. Variable interviniente
Deteccidn e identificacién de Benzodiazepinas (Alprazolam y Diazepam) en

orina.



1.6. Hipotesis.

1. Hipotesis general

La cromatografia de capa fina es una técnica selectiva para la identificacion

de Benzodiazepinas (Alprazolam y Diazepam).

2. Hipotesis especifica

La cromatografia de capa fina es una técnica selectiva para identificar

Alprazolam.

La cromatografia de capa fina es una técnica selectiva para identificar

Diazepam.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion.

2.1.1 Antecedentes Internacionales.

Fonseca G. Ecuador (2016)°, en su tesis "*Determinacién de Benzodiacepinas en
muestras de orina, mediante el método de cromatografia en capa fina que
ingresan de las diferentes casas asistenciales de salud de la Provincia de
Chimborazo al laboratorio de quimica forense del departamento de
criminalistica de la policia judicial de Chimborazo durante el periodo junio -
septiembre del 2012”. Objetivo: Determinar la presencia de Benzodiacepinas en
muestras de orina, mediante el método de cromatografia en capa fina, de las
personas que ingresan de las diferentes Casas Asistenciales de Salud de la
provincia de Chimborazo al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de
Criminalistica de la Policia Judicial de Chimborazo. Método: Se trabajé con
diversos métodos los cuales son los mas utilizados para la determinacion de la
presencia de metabolitos en las muestras de orina; como es la purificacion o
separacion del toxico por extraccion y su determinacién a través la cromatografia
en capa fina, se comparé la validez actual y la viabilidad en cuanto a sensibilidad
y especificidad de la CCF y la LUV con el Ensayo Inmuno enzimatico
Heterogéneo (ELISA). Se recolectaron un total de 124 muestras de orina de
pacientes farmacodependientes. Resultado: Al realizar las determinaciones para
cocaina y Benzodiacepinas (Clonazepan, Alprazolam y Diazepam) por CCF, LUV
y ELISA se obtuvo 88 positivos por ELISA (71%) y 12 por CCF ni por LUV.
Conclusion: Se determind la presencia de Benzodiacepinas en muestras de orina,
con un RF de 0,81 y mediante el método de cromatografia en capa fina, de las
personas que ingresan de las diferentes Casas Asistenciales de Salud de la
provincia de Chimborazo al Laboratorio de Quimica Forense del Departamento de
Criminalistica de la Policia Judicial de Chimborazo.

Vargas E. Bolivia (2010)*, en la Tesis “Optimizacién de un método de

extraccion e identificacion de metabolitos benzodiacepinicos (Alprazolam y



Diazepam) en muestras de orina”. Objetivo: Optimizar un método de
extraccion e identificacion de metabolitos benzodiacepinicos en muestras de orina
para su aplicacion practica. Método: Se optimizd un método de extraccion e
identificacion de metabolitos benzodiacepinicos en muestras de orina,
considerando el Alprazolam y Diazepam en pacientes del hospital de psiquiatria
Caja Nacional de Salud, pacientes del hospital de clinicas de la unidad de
psiquiatria de la ciudad de la Paz y ocasionales haciendo un total de 32 muestras.
Resultado: Se logré obtener un 75 % de muestras positivas (13 para Diazepam y
11 para Alprazolam). Conclusion: Se logré optimizar el método de identificacion
de metabolitos benzodiacepinicos el cual es un método préctico, sencillo y
confiable para extraer e identificar los metabolitos benzodiacepinicos y

estadisticamente aceptable con grado de error de 5%.

2.1.2 Antecedentes Nacionales.

Romén H. Trujillo (2013)°, en la tesis, “ldentificacion de Benzodiacepinas en
situaciones delictivas investigadas por la direccién territorial de policia
(DIRTEPOL) La Libertad, enero 2012 — diciembre 2013” Objetivo:
Identificar Benzodiazepinas en las diversas muestras obtenidas por direccion
territorial de policia DIRTEPOL. Método: Se evaluaron 161 muestras para la
deteccion de analitos y metabolitos de las sustancias mediante cromatografia en
capa fina. Resultado: En el afio 2012 se dio 43,84% para Benzodiacepinas
positivo y en el afio 2013 se dio 44,32% para benzodiacepinas positivo. En el afio
2012 se dio el 9,59% para Alprazolam; 15,07% para Diazepam; 12,33% para
Bromazepam y 6,85% para Clonazepam, mientras que para el afio 2013 el 3,41%
para Alprazolam; 20,46% para Diazepam; 13,64% para Bromazepam y 6,81%
para Clonazepam. Conclusion: Se identifico Benzodiacepinas en muestras de
sangre y orina detectando sus metabolitos y Rf de 0,82 de cada muestra de
Benzodiacepinas con la cromatografia en capa fina en situaciones delictivas
investigadas por la DIRTEPOL

Apaza J, Velasquez A. Lima (2018)°, en la tesis “Validacion de una técnica

analitica por cromatografia en capa fina para la identificacion de metabolitos



de Alprazolam, Diazepam y Clonazepam en muestras de orina en pacientes
adultos del hospital dos de mayo en el afio 2017”. Objetivo: Validar una técnica
analitica por cromatografia en capa fina para identificar metabolitos de
Alprazolam, Diazepam y Clonazepam en muestras de orina en pacientes adultos
del Hospital Dos de Mayo en el afio 2017. Método: Es de tipo observacional,
descriptiva, cualitativo, al analizarse la causa y efecto que generaran las variables
propuestas en el presente estudio. Las muestras analizadas fueron de 60 muestras
de orina, de pacientes adultos voluntarios con medicacion de Benzodiacepinas en
el Hospital Dos de Mayo. Se identificaron metabolitos de Alprazolam, Diazepam
y Clonazepam en muestras de orina en pacientes adultos del Hospital Dos de
Mayo. Resultado: Los diferentes ensayos permitieron identificar a las
Benzodiacepinas mediante el empleo de fases moviles y reactivos reveladores.
Conclusion: Se logrd validar una técnica analitica por cromatografia en capa fina,
para identificar metabolitos de Alprazolam, Diazepam y Clonazepam con un Rf de
0,81 en muestras de orina en pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el
afio 2017.

2.2. Bases teoricas.

2.2.1 Definicion de Benzodiazepinas.

Las Benzodiazepinas son farmacos hipnético-sedantes que pueden crear
dependencia; incluyen una gran variedad de farmacos similares estructuralmente,
tales como Alprazolam, Clordiacepéxido, Diazepam, Lorazepam, Oxazepam Yy
Triazolam. Las concentraciones séricas terapéuticas y los niveles toxicos de cada
Benzodiazepina son diferentes. Ademés, los consumidores habituales de
Benzodiazepinas, sobre todo los adictos a ellas pueden tolerar dosis mucho
mayores que las personas que no las consumen habitualmente.’

Debido a la gran variacion de las tolerancias individuales y de los niveles tdxicos
asociados a cada Benzodiazepina, los inmunoanalisis toxicologicos de suero son
utiles principalmente para establecer la presencia del farmaco. Para determinar el
tipo y la concentracion de Benzodiazepina es preciso un método quimico

alternativo como una técnica selectiva por cromatografia en capa fina. Al poder



determinar el tipo de Benzodiazepina ingerida, serd& mas facil decidir el
tratamiento mas eficaz para la intoxicacion por Benzodiazepinas. Para la
deteccion de las Benzodiazepinas en la orina puede utilizarse como indicador de
consumo de Benzodiazepinas, el analisis DRI Serum Tox para Benzodiazepinas es
muy importante en situaciones de emergencia en las que sea dificil obtener una
muestra de orina. Hay muchas técnicas convencionales, como la Cromatografia de
Gases, la Cromatografia de Gas Liquido y la Cromatografia Liquida de alta
Performance, que pueden emplearse para determinar la presencia de drogas en
fluidos biolégicos.’

Los inmunoanalisis, basados en el reconocimiento especifico de drogas mediante
el anticuerpo correspondiente, pueden utilizarse para situaciones en las que haya
que analizar un gran numero de muestras. El analisis DRI Serum Tox para
Benzodiazepinas es un enzimoinmunoanalisis homogéneo que utiliza reactivos
liquidos listos para su uso.

El analisis utiliza anticuerpos especificos que detectan la mayoria de las
Benzodiazepinas y sus metabolitos en suero. Se basa en la competicidn entre un
farmaco marcado con la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) vy el
farmaco de la muestra por un namero fijo de lugares de unién de anticuerpos
especificos.’

Los primeros pasos en la preparacion de Benzodiazepinas consistieron
principalmente en la variacion de la sustitucion en C5. El resultado es la
sustitucién del benceno por un ndcleo piridinico, llegando asi al Bromazepam (38)
del que es conocida su actividad como potente ansiolitico y relajante muscular; y
la introduccion en dicha posicion de un Ciclohexenilo, originando Tetrazepam
(39) que actua de manera semejante al anterior. La introduccion de un pirrol dio
lugar a 40 que inhibe la replicacién del VIH.?

Segun estudios consideran a este tipo de compuestos como ‘“‘estructuras
privilegiadas”, ya que demuestran tener una gran potencialidad al introducir
ligeras modificaciones estructurales. Esto se ha podido comprobar, por ejemplo, al
observar que presentan afinidad por el receptor de la colecistoquinina (CCK) y
que, modificando ligeramente la estructura, también por los receptores gastricos y

benzodiazepinicos especificos centrales. Ademas, el mismo esqueleto estructural



también funciona como antagonista de la neuroquinina-1, como inhibidor
enzimatico de secretrasa o farnesil transferasa y como ligandos de canal i6nico o

moduladores rectificadores de potasio.®

2.2.2 Propiedades fisicoquimicas de la Benzodiazepinas.
La mayoria de las Benzodiazepinas derivan de un mismo ndcleo, la 1-4
Benzodiazepina; a partir de la cual y mediante sustituciones se han sintetizado los
distintos derivados que existen en la actualidad. Desde el punto de vista
fisicoquimico, son sustancias liposolubles que cristalizan con facilidad, tienen caracter
bésico y se alteran con la luz.; la introduccion de &tomos halogenados en posiciones 7,2 y
6 aumentan su potencia, mientras que en la 8 y 9 la disminuyen. El anillo en
posicion 5 es imprescindible para la actividad farmacolégica, ya que todas las
Benzodiazepinas, que deprimen el SNC tienen el sustituyente en dicha posicion.
El Diazepam es un compuesto béasico, con un pKa de 3,4 y se encuentra casi
totalmente bajo forma no ionizada (99 %) a pH fisioldgico de 7,4, pudiendo de
esta manera atravesar facilmente las membranas celulares. El Midazolam se caracteriza
porque posee una estructura quimica que se modifica con el pH; asi, a unpH < 4 es
hidrosoluble, y al pH fisiolégico es una droga altamente liposoluble. La
hidrosolubilidad le confiere la caracteristica de ser una droga estable en solucion ideal para la
administracion en la anestesia intravenosa, mientras que la liposolubilidad en el
organismo le confiere la propiedad de poder atravesar libremente las membranas
celulares y ejercer rapidamente sus efectos. La utilizacion de las Benzodiazepinas en la
practica clinica estd condicionada por los distintos parametros farmacocinéticos vy
propiedades fisicoquimicas que dan lugar, por ejemplo, a que unas accedan antes
al SNC vy se utilicen por via IV en la induccion anestésica, ejemplo Midazolam; o
que otros preparados se empleen mas como sedantes por via oral la noche anterior a

la intervencion.®

2.2.3 Tipo de Benzodiazepinas.

Actualmente éstas se encuentran entre los medicamentos méas recetados en el
mundo, lo que ha dado lugar a la fabricacion de una serie de derivados. EI nimero

de los benzodiazepinicos llega a méas de 20, pese a que en los Gltimos tiempos no
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se han sintetizado nuevas sustancias. Las acciones de estos compuestos son todas
acciones centrales; es decir, su sitio de accién es el SNC.**°

También se utiliza en el tratamiento de la ansiedad que acompafia a ciertos tipos
de depresion y esquizofrenia. Los agentes de accion prolongada, como el
Clonazepam, el Lorazepam y el Diazepam, son preferibles en los pacientes con
ansiedad que pueden requerir tratamiento durante largos periodos. Los efectos
ansioliticos de las Benzodiazepinas son menos susceptibles de generar tolerancia
que los efectos sedantes e hipnéticos.™

La tolerancia, es decir, la disminucion de la respuesta a las dosis repetidas del
farmaco ocurre cuando la administracién se produce durante mas de 1 o 2
semanas. Hay tolerancia cruzada entre los agentes de este grupo y el etanol. Se ha
observado que la tolerancia se asocia con un descenso en la densidad de los
receptores GABA. En los trastornos de angustia, el Alprazolam es eficaz para el
tratamiento a corto y largo plazo, aunque puede causar reacciones de abstinencia
en aproximadamente el 30% de los casos.** 2

Comunmente, todas comparten propiedades ansioliticas, hipndticas,
anticonvulsivas y miorrelajantes; muchas de las Benzodiazepinas tienen una
accion predominante sobre algunas de las acciones mencionadas, lo que permite

su clasificacion de acuerdo con las mismas.

1. Benzodiazepinas de accion prolongada.
Todos los farmacos del grupo poseen una vida media de 24 horas 0 mas, y la
biotransformacion de estos compuestos da lugar a formacion de metabolitos

activos. Se incluyen al Clonazepam, Cloracepato y Diazepam.

2. Benzodiazepinas de accion intermedia.
Los compuestos tienen una vida media que oscila entre 5 a 24 horas. Su
biotransformacion da lugar a una parte activa y otra inactiva. Los farmacos que

pertenecen al grupo son Alprazolam, Lorazepam, Bromazepam y Temazepam.
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3. Benzodiazepinas de accion corta.
Los medicamentos del grupo tienen una vida media menor de cinco horas y en su
biotransformacion no existe formacion de metabolitos activos y son Triazolam,

Midazolam y Oxacepam.

2.2.4 Farmacologia.
Las Benzodiazepinas producen ansidlisis, sedacion, hipnosis, efectos
anticonvulsivantes y miorrelajantes central, la diferencia entre ellas no son
sustancias, pero a la vista de su eficacia relativa para algunos de estos efectos y de
sus propiedades cinéticas, algunas pueden tener una indicacion més clara en una
determinada circunstancia clinica.
Accion ansiolitica: La region mas sensible a la accion de las Benzodiazepinas es
el sistema limbico y dentro de él, el hipocampo y la amigdala. Deprimen tanto la
actividad neuronal basal como su capacidad de respuesta frente a la estimulacion
eléctrica, esta se diferencia de la ejercida por barbitricos y otros hipnéticos, los
cuales ejercen su accién mas generalizada en la formacion reticular, dado el papel
que el hipocampo, el septo y la amigdala desempefian en la ansiedad, se puede
relacionar la actividad ansiolitica con la accion depresora ejercida selectivamente
a este nivel, tal accién farmacoldgica se debe a su capacidad de incrementar la
actividad inhibidora del GABA.
Accion Miorrelajante: El Diazepam y otras Benzodiazepinas producen relajacion
de la musculatura esquelética en estados diatonicos, discinéticos, hiperténicos y
espasticos. La accion que ejerce sobre el SNC (no en la placa motriz ni en el
musculo) a varios niveles: a) en la propia médula espinal, donde facilita
fendmenos de inhibicién presinaptica; b) en la formacion reticular activadora
descendente del tronco del encéfalo; ) en los ganglios basales, d) en el cerebelo.
Accidn Anticonvulsivante y antiepiléptica: Su accion anticonvulsivante se estima
frente a convulsiones provocadas por agentes toxicos (toxinas bacterianas y
farmacos proconvulsivantes tipo Cardiazol), como en las convulsiones febriles, el

sindrome de abstinencia a alcohol y barbitdricos, algunas son eficaces en
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determinados tipos de epilepsia, la accion anticonvulsivante requiere por lo
general altas concentraciones cerebrales. *2

Accién hipnotica: Disminuyen el tiempo que tarda la persona en dormirse;
facilitan el permanecer dormido y aumentan el umbral para despertarse (es decir
que se necesita un estimulo mayor para que pase del suefio a la vigilia). Asi,
proporcionan una menor cantidad de despertares. Reducen los terrores nocturnos
y las pesadillas (porque disminuye la etapa 4 del suefio). Con respecto al tiempo

global del suefio, lo aumenta.

2.2.4.1 Mecanismo de accién molecular.

Las Benzodiazepinas se fijan de manera especifica a un sitio especifico localizado
en el complejo molecular del receptor GABAA; como resultado de esta
interaccion, sobreviene una modulacion alostérica en el complejo que permite una
mayor influencia de GABA sobre su sitio especifico de interaccion, aumentando
la probabilidad de abertura del canal del CI" en respuesta al GABA. A este receptor
no solo se fijan las Benzodiazepinas clasicas, también lo hacen moléculas no
Benzodiazepinicas como Ciclopirrolonas (Zopidona, Eszopidona),
Imidazopiridinas  (Zolpidem), Pirazolopiridinas (Zaleplon), B -carbolinas

(Abecarnilo), etc.

2.2.4.2 Receptor GABA,,

Es parte de receptores asociados a canales idnicos. Es una proteina pentamérica
transmembrana, en la que las cinco subunidades se asocian conformando en su
centro un canal i6nico permeable al CI". Son siete tipos de subunidades de cada
una de las cuales existen varios subtipos (o 14, B 13, ¥ 13 0, € 0, p1-3) 10 que
confiere al receptor GABA, una extraordinaria diversidad estructural; el conocido
funcional de este fendmeno es la provision de receptores que se diferencian en la
cinética de apertura del canal, en la afinidad por el GABA, en la localizacion
subcelular y regional, etc, desde el punto de vista farmacologico, esta diversidad
de receptores brinda la posibilidad de disefiar moléculas con afinidad diferencial
por los diferentes subtipos de receptores, lo que les conferiria un perfil

farmacologico particular. La union del GABA tiene lugar en la subunidad f,

13



mientras que las Benzodiazepinas lo hacen en la interfase entre las subunidades o
y v. Los receptores que contienen las subunidades a1, a2 o530 o 5 en combinacion
con cualquiera de las subunidades By la y,, se caracterizan porque son sensibles a
la modulacién por benzodiazepinas. La subunidad vy, interacta con proteinas de
anclaje sinaptico, por lo que los receptores de localizacion sinéptica contienen esta
subunidad. La subunidad o y B 3 con una subunidad & forma receptores de
localizacion extra y perisinaptica, que son muy sensibles a la modulaciéon por
etanol; la combinacion mas abundante (60%) es la oz B2 y2. Se localiza en
numerosas regiones cerebrales, y su densidad es mayor en corteza cerebral,
hipocampo, palido, estriado, tdlamo, bulbo olfatorio y cerebelo. Su similitud por
benzodiazepinas clasicas, ciclo y por el antagonista Flumazenilo es muy

elevada.?

2.2.5 Farmacodinamia.
Los efectos toxicos y terapéuticos de los farmacos se deben a sus interacciones
con las moléculas del paciente. La mayor parte de los farmacos actla al vincularse
con macromoléculas especificas, de tal manera que se alteran las actividades
bioquimicas o biofisicas de las macromoléculas; el término receptor: el
componente de una célula o un organismo que interactda con un farmaco e inicia
la cadena de fendbmenos que precipita los efectos observados de un medicamento.
Los receptores se han convertido en el centro de investigacion de los efectos
farmacoldgicos y sus mecanismos de accion (farmacodinamica). El significado de
receptor, extendido a la endocrinologia, inmunologia y biologia molecular, ha
sido esencial para explicar muchos aspectos de la regulacién biol6gica. Hoy se
han aislado y caracterizado con detalle muchos receptores para farmacos, lo que
ha abierto la posibilidad de comprender con exactitud las bases moleculares de la
accion farmacoldgica.®®
Las Benzodiazepinas favorecen la transmision gabaérgica e inhiben el recambio
de ciertos neurotransmisores como son noradrenalina, serotonina, acetilcolina y
dopamina, lo que ocasiona su efecto ansiolitico y sedativo.
Las Benzodiazepinas profesan su accion mediante la interaccion con receptores en

el SNC: hipocampo, cerebelo, ganglios basales, hipotalamo, médula espinal. El
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terminante principal de la ocupacion de esos receptores es la concentracion del

farmaco en el plasma sistémico.™

2.2.6 Farmacocinética.

Las Benzodiazepinas se absorben bien por via oral, con diferencias en la rapidez
segun el grado de liposolubilidad, el equilibrio entre el plasma y el cerebro se
alcanza rédpidamente debido a su liposolubilidad y atraviesan bien la barrera
hematoencefélica, por lo que, en dosis Unica, el comienzo del efecto y el tna
dependen fundamentalmente de la velocidad de absorcion. La totalidad de las
benzodiazepinas por via intramuscular, en especial el Clordiazepdxido y el
Diazepam, presentan una absorcion erratica y lenta, por concentrarse en el tejido
adiposo; las que mejor se absorben son el Lorazepam y el Midazolam."?

Las Benzodiazepinas se acoplan al sitio Il de la albumina humana, y la fraccion
libre es independiente de la concentracion plasmatica total. La unién a proteinas
no tiene influencia directa sobre la actividad clinica, excepto en la insuficiencia
renal y en quemados, las Benzodiazepinas sufren un proceso de distribucion desde
el comportamiento central hacia compartimentos periféricos (musculo o grasa),
siguiendo un modelo bicompartimental. Los de elevada liposolubilidad, como el
Midazolam o el Diazepam, presentan una fase inicial de distribucion muy rapida
y, tras una dosis Unica intravenosa, las concentraciones plasmaticas pueden caer
hasta 10 veces durante los primeros 30 min. En el tema de Benzodiazepinas muy
liposolubles, y por via intravenosa, la ti;, de eliminacién no se relacione con la
duracion del efecto tras una dosis Unica, se puede dar incluso de que la duracion
de un determinado efecto sea menor para una con semivida mas larga que otra.*?
La asimilacion es muy compleja, las reacciones metabdlicas principales son
inicialmente las de oxidacion por oxidasas mixtas microsémicas hepaticas (N-
desalquilacion e hidroxilacién) son pocas (Nitrazepam, Flunitrazepam vy
Clonazepam) son metabolizadas por un tercer mecanismo, la nitrorreduccion;
estos procesos son dependientes del CYP3A4, aquellas Benzodiazepinas que
carecen de grupos alquilo y que ya estan hidroxiladas, sufren conjugacién con el
acido glucurénico o con sulfato. Las vias oxidativas provocan cambios

moleculares relativamente pequefios, originando metabolitos intermedios activos,
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de los que enfatiza el N- desmetildiazepam o Nordiazepam por tres razones: la
continuidad con que aparece como metabolito de otras Benzodiazepinas a
concentraciones elevadas, su larga semivida (36-96 h) y su elevada afinidad y
actividad biologica. Por lo tanto, los derivados conjugados son inactivos y se
excretan por la orina. La oxidacioén es una via denominada “susceptible”, ya que
puede ser alterada por factores como la edad, la enfermedad hepética o los
inhibidores metabdlicos (Cimetidina, Estrogenos, Disulfiram, Omeprazol, etc.)
entre otros. Es preferible utilizar las Benzodiazepinas que se metabolizan
directamente mediante conjugacion (Lorazepam, Oxazepam y Temazepam). La
clasificacion se ha establecido segun el valor de lat ., de eliminacion y la de los
metabolitos activos, también depende del tiempo durante el cual la concentracion
del farmaco ésta por encima de un valor umbral, y estd condicionado por el

fenémeno de redistribucion.?

Indicaciones generales.

Estan indicadas en enfermedades organicas donde la ansiedad es un componente o
importante factor etiolégico como las alteraciones psiconeurdticas que cursan con
ansiedad, insomnio, tension emocional. Se utilizan en alteraciones
neuromusculares, en las que el Diazepam es el medicamento mas indicado.
Ademas, alivia las contracturas musculares, el dolor discal de las lesiones de la
columna y tétanos.

También son prescritas para la abstinencia alcoholica aguda, el Diazepam es el
agente de eleccion ya que controla el insomnio y la agitacién. Incluso son Utiles
para evitar o controlar el sindrome de abstinencia alcoholica (delirium tremens).
Las Benzodiazepinas son utiles en todo tipo de convulsiones, en la medicacion

preanestésica y en anestesiologia combinadas con otras sustancias.

Sobredosificacion.

El Flumazenil es el antidoto de eleccion en caso de sobredosis por
Benzodiazepinas. Es un antagonista de los receptores fisioldgicos de las
Benzodiazepinas. Actla desplazando de dichos receptores a las Benzodiazepinas

debido a su afinidad por estos receptores. EI Flumazenil se administra por via

16



intravenosa, su vida media es de 53 minutos. La dosis de ataque es 0,2 a 0,3 mg
intravenosa cada minuto, hasta la recuperacién de la conciencia o dosis total de 2
mg. El farmaco se presenta en ampolletas de 0,5 y de 1 mg. Los efectos
colaterales relacionados con el uso del medicamento son nauseas, vomito, mareos,
agitacion y confusion.™

Toxicidad aguda por sobredosis. Las Benzodiazepinas, usadas con frecuencia para
fines suicidas, tienen como ventaja, su margen de seguridad amplio, por lo que
rara vez son mortales aun a altas dosis, a menos que se tomen con otras sustancias

depresoras del SNC (alcohol), que pueden causar depresion respiratoria severa.™

Reacciones Adversas.

Las reacciones adversas incluyen: sedacion y somnolencia, ataxia, disartria,
incoordinaciéon motora e incapacidad de coordinar movimientos finos o de
responder verbal o motéricamente a estimulos que requieren una respuesta rapida;
alteran la capacidad para conducir vehiculos, producen amnesia anterograda, las
mas potentes como el Lorazepam, tienen un potencial mas elevado, también
producen conducta agresiva u hostil, por desinhibicién o nerviosismo antes de que
se establezca el efecto ansiolitico o sedante.

Por via intravenosa répida pueden desencadenar hipotensién y depresion
respiratoria, pero el peligro aumenta si se asocian a otros depresores del SNC:
alcohol, anestésicos u opiaceos. En el caso de intoxicacion se administrard
Flumazenil, la dosis de 0,2 — 4 mg. En la interaccién de caréacter farmacodinamico
son frecuentes cuando se asocia Benzodiazepinas a otros psicofarmacos y son
objeto de abuso. La sensacion de euforia, como los de depresion pueden ser
potenciados por el alcohol, los barbituricos, los opioides, los antihistaminicos
sedantes, etc. La Cimetidina, el Disulfiram y el alcohol inhiben el metabolismo
oxidativo, pero no el de conjugacion. La Fenitoina y el Fenobarbital inducen el

metabolismo del Diazepam.*?
Contraindicaciones.

Estan contraindicadas en pacientes con insuficiencia respiratoria, insuficiencia

hepatica, glaucoma de angulo estrecho, durante el embarazo y lactancia.®
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2.2.7 Diazepam.
El Diazepam contiene no menos de 95,0 por ciento y no mas de 105,0 por ciento

de C16H13CLN-0, calculando con respecto a la sustancia seca.

5

Figura 1. Estructura quimica de Diazepam.*

Formula

C16H13CLN,O =284,74

2H-1,4-Benzodiazepin-2-one, 7-chloro-1,3-dihydro-1-methyl-5-phenyl-.
7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona [439-14-5].%°

2.2.7.1 Indicaciones.

Ansiedad, insomnio (alivio de sintomas por corto tiempo), medicacion pre-
anestésica (sedacién), procedimientos endoscopios y cardioversion (sedacion y
amnesia anterégrada). Crisis convulsivas (tratamiento y coadyuvante) y estado
epiléptico. Espasmos musculares, tétanos. Abstinencia alcohodlica (alivio de

sintomas agudos).
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2.2.7.2 Dosificacion.

Dosis Adultos: Ansiedad: Via oral 2 a 10 mg C/6 a 12 h. alternativamente en casos
moderados 2 a 5 mg intramuscular/intravenosa y en severos 5 a 10 mg
intramuscular/intravenosa de acuerdo con la gravedad de los sintomas, se puede
repetir en 3 a 4 h. Medicacion preanestésica, procedimientos endoscépicos:
Intramuscular/ intravenosa, lenta 5 a 10 mg, segun necesidad. Coadyuvante para
los estados convulsivos: Via oral 2 a 10 mg C/ 6 a 12 h. estado epiléptico. Crisis
convulsivas severas y recurrentes: Intravenosa 5 a 10 mg repetidos C/10 a 15 min
hasta alcanzar una dosis maxima de 30 mg.

Puede administrarse con extrema cautela otro ciclo en 2 a 4 h. Coadyuvante para
el alivio del espasmo musculo esquelético, tétanos: Via oral 2a 10 mg C/ 6 a 8 h,
alternativamente 5 a 10 mg intramuscular/intravenosas iniciales, seguidos de 5 a
10 mg intramuscular/intravenosa en 3 a 4 h. En caso de tétanos puede requerirse

dosis mayores. Tratamiento del sindrome de abstinencia alcohdlica agudo: Via
oral 10 mg C/ 6 a8 hel 1% dia, después reducir a 5 mg via oral C/ 6 a 8 h segun

sea necesario. Si se presenta agitacion aguda, temblores o para prevenir el
delirium tremens y las alucinaciones, 10 mg intramuscular/intravenosa

inicialmente, seqguidos de 5a10 mgen3a4h.

2.2.7.3 Toxicocinética.

Absorcién completa en el TGI, el Diazepam se encuentra entre las
Benzodiazepinas que se absorben mas répidamente. Su absorcion es lenta y
erratica después de la administracion intramuscular. Se distribuye ampliamente en
el organismo. Se une a proteinas plasmaticas en 98,5 a 98,9%.

Al dosificar dosis repetidas de Benzodiazepinas de vida media larga se produce
acumulacién del compuesto inalterado o de metabolitos activos. Los metabolitos
en la sangre son el Demoxepam(L) Nordiazepam(L) y en orina el Oxacepam y
Nordiazepam, glucoronidacion. El estado de equilibrio se alcanza en 5 a 14 dias.
La exclusion del farmaco es lenta pudiendo durar por semanas. Su tiempo de vida

media es de 30 a 56 horas. Metabolismo hepético a metabolitos activos. Logran
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encontrarse en orina incluso hasta 96 horas. Excrecion renal s6lo una pequefia

parte en las heces. 3%

2.2.7.4 Precauciones.

Embarazo: Atraviesa la barrera placentaria, evitar su uso en el primer trimestre
(riesgo de teratogenicidad); el uso cronico puede producir sindrome de abstinencia
y, cerca del parto, flacidez y depresion del neonato.

Lactancia: Se distribuye en leche materna, puede producir somnolencia,
dificultades en la alimentacion y pérdida de peso en el nifio.

Pediatria y Geriatria: Son mas sensibles a sus efectos, especialmente los neonatos
(metabolismo lento y riesgo de acumulacién); reducir la dosis.

Insuficiencia renal: No se necesita ajustar dosificacion. Insuficiencia hepatica: se
prolongan los efectos depresores (aumenta su vida media).

Glaucoma de angulo cerrado: Puede tener efecto colinérgico Pacientes
debilitados, hipoalbuminemia: reducir las dosis. Insuficiencia respiratoria y
EPOC: Puede agravarse la hipoventilacion.

Intoxicacién alcoholica aguda, dependencia de drogas, psicosis: Por
predisposicion a la dependencia. Historia de epilepsia o crisis. Convulsivas: La
iniciacién o supresion brusca pude aumentar la frecuencia y severidad de las

Crisis.

2.2.7.5 Contraindicaciones.

Hipersensibilidad al Diazepam.

2.2.7.6 Reacciones adversas frecuentes.

Somnolencia, fatiga, ataxia, enrojecimiento dolor en el lugar de la inyeccion. Poco
frecuente: depresion neurologica, cefalea, confusion, mareo, dolor abdominal,
estrefiimiento o diarrea, vision borrosa, cambios en la libido, retencion urinaria,
sequedad de la boca, aumento de secreciones bronquiales, depresion respiratoria,
bradicardia, alucinaciones, nerviosismo, insomnio, rash, disfuncién hepética. ***°

La discontinuidad abrupta: (dosis altas por periodos prolongados), irritabilidad,

nerviosismo, hasta convulsiones, delirio y paranoia, sudoracion, dolor abdominal,
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nausea y vomito, hipersensibilidad, dolor, fotofobia y taquicardia. La
administracion intramuscular puede producir en algunos casos tromboflebitis

(debido a su solvente el propilenglicol).*®

2.2.7.7 Tratamiento de sobredosis.

Medidas generales. Administrar Flumazenil y continuar con el tratamiento de

soporte y sintomatico.

2.2.7.8 Interacciones Medicamentosas.

Alcohol y depresores del SNC: Se incrementan los efectos depresores del SNC.
Fentanilo: Riesgo de hipotension y depresion respiratoria.

Carbamazepina: Disminucion de las concentraciones séricas de ambos farmacos.
Cimetidina, anticonceptivos, Eritromicina, Isoniazida, Omeprazol: Prolongan los
efectos del Diazepam.

Antihipertensivos: Potencian los efectos hipotensores. Levo dopa: Disminucion
del efecto del anti parkinsoniano. Rifampicina: Disminuye concentraciones
plasmaéticas del Diazepam, ajustar la dosis.

Zidovudina: Incremento de la toxicidad del antiviral.**
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2.2.8 Alprazolam.
El Alprazolam contiene no menos de 98,0% y no mas de 102,0% de
C17H13CLN,,

Figura 2. Estructura quimica de Alprazolam.™

FORMULA
Ci17H13CLN,4 =308,8
4H[1,2,4]Triazolo[4,3 -a][1,4]benzodiazepine,8-chloro-1-methyl-6-phenyl-;
8-Cloro-1-metil-6-fenil-4H-s-triazolo [4,3- a][1,4]benzodiazepina [28981-97-
7].15
2.2.8.1 Indicaciones.
Ansiedad, trastorno de panico.
2.2.8.2 Dosis.
Ansiedad. Adultos: Via oral 0,25 a 0,50mg C/ 8 h, de acuerdo con la severidad de
los sintomas. La dosis puede incrementarse en intervalos de 4 dias hasta alcanzar
un maximo de 4mg. Trastorno de panico. Adultos: Via oral, inicialmente 0,5mg 3
veces/dia, la dosis puede incrementarse en 1mg C/3 a 4 dias. Dosis maxima
10mg/dia.
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2.2.8.3 Toxicocinética.

Muestra una biodisponibilidad entre el 72 y 94%. Se absorbe bien después de
dosificar por via oral; S-e distribuye ampliamente por el organismo. Se une a
proteinas plasmaticas en un 68 a 74%. La vida media es de 12 horas. Al dosificar
dosis repetidas de Benzodiazepinas de vida corta o intermedia el grado de
acumulacién del compuesto es minimo; el estado de equilibrio se alcanza por lo
general en 2 a 3 dias. Al terminar la terapia, la eliminacion del farmaco es rapida.
Los metabolitos que se forman en la orina son a- Hidroxialprazolam 5-
Clorobenzofenona 4-Hidroxialprazolam 2-(3-Hidroximetil-5-metiltriazol) -5-
Clorobenzofenona.

Las concentraciones son subclinicas a las 24 horas y vuelven a cero en alrededor
de 4 dias o menos. Su metabolismo es exclusivamente hepatico y su excrecion es

por via renal.

2.2.8.4 Precauciones.

Embarazo: Atraviesan la placenta y al igual que las demas Benzodiazepinas esta
asociado a un aumento del riesgo de malformaciones congénitas, sintomas de
abstinencia y flacidez al nacer. No se han establecido los dafios potenciales en
seres humanos por lo que debe administrarse con suma precaucion especialmente
durante el primer trimestre de embarazo, evaluandose el riesgo-beneficio.
Lactancia: Se excretan por la leche materna. Geriatria: los pacientes geriatricos
son mas sensibles a los efectos de las Benzodiazepinas; evaluar funcion renal.

Insuficiencia hepética y renal: riesgo de acumulacion, prescribir con cautela.

2.2.8.5 Contraindicaciones.

Neuroldgicos: Somnolencia, ataxia, fatiga, confusion, disartria, debilidad, vértigo.
Alteraciones de la conducta, apatia, tristeza. Episodios paraddjicos de ira,
hostilidad, mania o hipomania. Rapido desarrollo de tolerancia y dependencia.

Sindrome de retirada severo. Otros. Sequedad de boca.’
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2.3. Cromatografia de capa fina.

Método fisico que permite separar sustancias a través de una capa delgada o
estacionaria a base de silica gel G y fase mdvil, basada en la visualizacion de
manchas empleando Ultravioleta o haciendo uso de reactivos reveladores ***°.

Son métodos de separacion de multiples etapas en los que los componentes de una
muestra se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y la otra movil. La fase
estacionaria puede ser un solido, un liquido absorbido sobre un s6lido o un gel. La
estacionaria puede estar empacada en una placa, extendida como una capa,
distribuida como pelicula o aplicada mediante otras técnicas. La fase mdvil puede
ser gaseosa o liquida o un fluido supercritico. Esta separacion puede basarse en
adsorcion, distribucién de masa (particion) o intercambio ionico, o puede basarse
en diferencias entre las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, tales como
tamafio, masa o volumen.

Los tipos de cromatografia dtiles en el andlisis cualitativo y cuantitativo que se
emplean en los procedimientos cromatograficos de la USP son: cromatografia en
columna, de gases, en papel, en capa delgada (incluyendo la cromatografia en
capa delgada de alta resolucion) y de liquidos presurizados (llamada

cromatografia liquida de alta presion o alta resolucion).®
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

1. MATERIALESY METODOS

Tipo de investigacion.

Descriptivo, observacional, transversal y experimental.

Poblacién y muestra.

La poblacidn esta constituida por muestras de orina de 26 personas voluntarias
sanas que acuden a las boticas pequefias, entre ellos hombres y mujeres de 20
a 35 anos.

Las muestras estuvieron representadas por la orina de personas que
previamente hubieron consumido Benzodiazepinas y que mostraron

predisposicion y autorizacion para la toma de muestra.

Técnica Operatoria.

3.3.1 Recoleccion de muestras.

Se obtuvieron las muestras de orina de 26 personas hombres y mujeres, se
recolecto la primera orina de la mafiana en un frasco estéril de 50 mL,
debidamente rotulada a la que se le administraron Alprazolam o Diazepam,
previo consentimiento informado, para buscar su identificacion por el método
de cromatografia de capa fina.

La muestra de orina fue procesada con una solucién acida y luego con una
solucion alcalina para poder extraer a través de una fase etérea hasta la

obtencién de cristales.

Material de laboratorio, reactivos, solventes y equipos.
3.4.1. Materiales:

- Placas cromatograficas de silicagel G 60 de 10 x 20 cm
- Probetas de vidrio tipo A de 200 mL

- Fiolas con tapa esmerilada de vidrio tipo A de 100 mL
- Vasos de precipitacion 250 mL y 500 mL

- Baguetas
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- Pipetas terminales vidrio tipo Ade 1 mLy 5 mL

- Capilares de vidrio

- Frasco vial de vidrio con tapa de jebe

- Embudos de vidrio de vastago largo

- Papel filtro Watman

- Embudos de decantacion con tapa esmerilada de 100mL
- Papel tornasol (acidez-alcalinidad)

- Esprayador — pulverizador

3.4.2. Reactivos y solventes:
- Eter dietilico Q.P.
- Amoniaco Q.P.
- Cloroformo Q.P.
- Acetona Q.P.
- Trietanolamina al 1%
- Vainillina (en medio sulfurico)
- Agua destilada
- Reactivo de Dragendorff
- Hidrdxido de Sodio al 5%
- Revelador de lodoplatinato
- Acido Sulfurico Q.P.
- Acido Clorhidrico 10%
- Estandar de Alprazolam Q.P.
- Estandar de Diazepam Q.P.

3.4.3. Equipos:
- Lampara Ultra Violeta Visible (UV-Vis) marca Polaris Cientific.
- Campana extractora resistente a acido perclorico marca Labconco.
- Balanza analitica marca Mettler Toledo.
- Preparador de placas Merck.
- Cooler de 10 Litros marca Basa.

- Equipo Sohxlet marca Pirex.
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- Cubas cromatograficas con tapa de 10 x 25 x 25 marca Pirex.
- Plancha calentadora de placas cromatograficas marca Merck.

- Estufa de 50L marca Memmert.

3.5. Procedimiento.

3.5.1 Procesamiento y obtencion del Extracto Seco.

El procesamiento se inicia con la toma de muestra de orina en personas con
ingesta previa de Benzodiazepina (Alprazolam y Diazepam), luego se llevo la
muestra a un pH alcalino (9-10) empleando hidréxido de amonio al 30% y se hizo
una extraccion liquido — liquido en una pera de decantacion con éter etilico entre
15-20 mL, se homogenizé la muestra agitando suavemente y se dej6 en reposo por
espacio de 20 minutos hasta que se formd dos fases claramente definidas (fase
acuosa y fase organica), lo que permite que los analitos puedan migrar a la fase
orgénica.

Se vertid la fase acuosa en un beacker y la fase orgéanica fue depositada a un
beacker, se evapora hasta 5mL y luego se deposita en un frasco vial de vidrio, la

cual fue rotulada como fraccion alcalina.

3.5.2 Preparacion de placas y método de siembra.

Las placas se prepararon con silica gel G empleandose 30 g de silica gel y 80 mL
de agua, luego se agit6 y se prepararon las placas dejando secar a temperatura
ambiente, para que el agente adsorbente puede activarse, dejando las placas en
reposo por 24 horas o calentandolas durante 20-30 minutos a 105-110 °C. El
espesor de la placa debe tener en promedio de 0,2 mm.

Las muestras problemas por examinar se disolvieron, en un disolvente organico
no polar que tenga un punto de ebullicion lo suficientemente bajo para que se
evapore después de la aplicacion. Sin embargo, se emplearon disolventes polares
como fase movil; el Cloroformo, o la mezcla Cloroformo: Metanol (1:1 v/v);
Metanol: Acetona (1:1 v/v); n-propanol: Acetona (1:1 v/v), entre otros, que
presentaron buena respuesta. Frecuentemente se emplean, disoluciones al 1%, de
manera que al aplicar 2 pL resulte en la carga 20 pug de producto sélido, donde

muchos reactivos de revelado lleguen a detectar 0,1 pg de sustancia.™

27



Se sembraron las muestras y los estdndares de Alprazolam y Diazepam a 1 cm de
la base empleando capilares sobre las placas cromatograficas de 10 cm x 20 cm.
Se colocaron las placas cromatograficas en los medios (fase movil) y fueron
retirados al alcanzar un recorrido de aproximadamente 80%; se secaron una parte
a temperatura ambiente y otra se secaron en la campana extractora. Luego se

visualiza el recorrido de las manchas y se mide su RF.

3.5.3 Fases mdviles en Cromatografia en capa fina para ensayo.
Se emplearon las siguientes fases:

- Ciclo hexano: Tolueno: Dietilamina (75:15:10 v/v/v)

- Cloroformo: Metanol (90:10 v/v)

- Acetato de Etilo y Cloroformo (1:1 v/v)

- Metanol: Acetona: Trietanolamina (1:1:0,05 v/v/v)

- Cloroformo: Acetona (4:1 v/v)

- Metanol: Acetona (1:1 v/v)

- Metanol: Amoniaco (100:1.5 v/v)

- n-propanol: Acetona (1:1 v/v)

3.5.4 Revelado e identificacion de Benzodiazepinas.

Las Benzodiazepinas fueron identificadas empleando la luz Ultravioleta -UV y/o
mediante el empleo de reactivos quimicos reveladores para la visualizacion de
manchas, considerandose el Rf (factor de retencion), para compararlos con los
estandares.

Se utilizo la lampara de luz ultravioleta — UV a una longitud de onda de 254 nm,
donde se observaron manchas fluorescentes de color violeta o blanquecinos sobre
un fondo blanco.

Para la identificacion de Benzodiazepinas (Alprazolam y Diazepam) se ensay0
con diversas fases madviles de acuerdo con su polaridad y diferentes reactivos de
identificacion que muestren selectividad sobre ellas de acuerdo a una amplia
busqueda de informacion bibliografica de manuales de toxicologia, guias, papers,

y consulta a los expertos toxic6logos.?
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3.5.5 Reactivos empleados en el ensayo:

DRAGENDORFF: Se considera POSITIVO frente a la presencia de manchas de
color naranja.

Pulverizado con Acido Clorhidrico al 10%, encima de la placa aspersada con
dragendorff, intensifica el color.

IODOPLATINATO: Se considera positivo frente a la presencia de manchas

grisaceas, violeta, azul violeta, gris violeta 0 marrones.

3.5.6 Preparacion de Reactivos.

Reactivo de dragendorff.

Solucion 1: Disolver 2 g de Subnitrato de Bismuto en 25 mL de Acido Acético
concentrado (glacial) y afiadir 100 mL de agua destilada.

Solucion 2: Disolver 40 g de ioduro de potasio en 100 mL de agua destilada.
Mezclar 10 mL de la solucion 1, 10 mL de la solucién 2, 20 mL de Acido Acético
concentrado (glacial) y 100 mL de agua destilada para obtener el reactivo de
Dragendorff (precipitado color naranja).

Reactivo de lodoplatinato.

Disolver 0,25 g de cloruro platinico y 5 g de loduro potasico en agua destilada
hasta obtener 100 mL; afiadir 2 mL de Acido clorhidrico concentrado a la solucion
resultante. Cuando la placa se pulveriza con el reactivo, el Fenobarbital aparece

como una mancha anaranjada.
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e Uragendorit con Diazepam:
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Subrktlo de loduro de PP. anaranjado Nitrato de

Bismuto Potasio Tetrayodo Bismutato  Potasio
Diazepam Diazepam de Potasio

(Reactivo de dragendorff)

Figura 3. Reaccion de dragendorff con Diazepam.?

Reaccion de Dragendorff con Alprazolam:
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de Potasio
(Reactivo de dragendorff)

Figura 5. Reaccion de dragendorff con Fenobarbital.?
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Reactivos para la identificacion de Benzodiazepinas, Alprazolam y Diazepam.

Revelador ALPRAZOLAM DIAZEPAM FENITOINA BLANCO
Dragendorff
+ + +
lodoplatinato
+ + +

Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia.

En la tabla 1, se observa que los reactivos para la identificacion de Benzodiazepinas Alprazolam y Diazepam, que en el ensayo general
de identificacion de Benzodiazepinas con los reactivos utilizados, se obtuvo como resultado POSITIVO con el reactivo de Dragendorff
y lodoplatinato la cual consistié en el desarrollo de la muestra problema de Diazepam en orina, mas la muestra de estandar, mas el
blanco que nos dio un mismo Rf de 0,8 usando el mismo revelador dragendorff dio las mismas manchas color naranjas produciéndose la
misma coloracion al revelador UV y a la misma zona de recorrido lo cual demuestra que la cromatografia en capa fina es una técnica
sensible pero no es especifica, porque da resultados positivos con otras sustancias y con el mismo revelador y conllevando a un resultado
erroneo.
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Tabla 2. Identificacion de Benzodiazepinas con el reactivo de Dragendorff.

REACTIVO ALPRAZOLAM DIAZEPAM BLANCO

Dragendorff + +

Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia.

En la tabla 2, se observa la identificacion de Benzodiazepinas con el reactivo de dragendorff, que nos dio POSITIVO con todas las
sustancias utilizadas en la cual el desarrollo de la muestra problema de Alprazolam en orina, mas la muestra de estandar, mas el
blanco que nos dio un mismo RF de 0,8 wusando el mismo revelador dragendorff dan las mismas manchas color naranjas
produciéndose la misma coloracion al revelador UV y a la misma zona de recorrido lo cual demuestra que la cromatografia en capa
fina es una técnica sensible pero no es especifica, porque da resultados positivos con otras sustancias y con el mismo revelador y
conllevando a un resultado erréneo.
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Tabla 3. Comparacion de los Rf de Alprazolam y Diazepam presentes en la muestra de orina de los pacientes

voluntarios con el estandar de Fenitoina.

REACTIVO ALPRAZOLAM DIAZEPAM FENITOINA BLANCO
RF 0,833 0,84 0,80 -
Dragendorff + + + -
Color naranja naranja naranja -

Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia, Rf (Frente de Referencia promedio segin Usp 40 = 0,80).

En la tabla 3, se observa que en todos los casos la reaccion de color es la misma con el reactivo de dragendorff, asi mismo se observa
que hay diferentes Rf, siendo los 6ptimos los correspondientes para Alprazolam y Diazepam y el desarrollo de la muestra problema de
Alprazolam en orina, mas la muestra de estandar, mas blanco y comparados con el estdndar de Fenitoina, la muestra Q.P de Fenitoina,
nos dio un mismo RF de 0,8 usando el mismo revelador dragendorff dan las mismas manchas color naranjas produciéndose la misma
coloracion al revelador UV lo cual demuestra que la cromatografia en capa fina es una técnica sensible pero no es especifica, porque da
resultados positivos con otras sustancias y con el mismo revelador y conllevando a un resultado erréneo.
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Tabla 4. Identificacion de Benzodiazepinas con el reactivo de lodoplatinato.

REACTIVO ALPRAZOLAM DIAZEPAM

IODOPLATINATO + + + -

Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia.

En la tabla 4, se observa que las Benzodiazepinas y Fenitoina dan resultado positivo con el reactivo de lodoplatinato en el desarrollo
de la muestra problema de Diazepam en orina, mas la muestra de estandar, mas blanco y comparados con el estandar de Fenitoina, la
muestra Q.P de Fenitoina, nos dan las mismas manchas color grises produciéndose la misma coloracion al revelador UV lo cual
demuestra que la cromatografia en capa fina es una técnica sensible pero no es especifica, porque da resultados positivos con otras
sustancias y con el mismo revelador y conllevando a un resultado erréneo.

Los resultados nos indican que los reactivos reveladores utilizados son altamente sensibles, pero no son especificos, por lo cual la
técnica de Cromatografia en Capa Fina es una técnica altamente sensible pero no es especifica para Benzodiazepinas
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Tabla 5. Muestras de orina analizadas con Benzodiazepinas y otras
sustancias de personas voluntarias sanas.

N° MUESTRAS DIAZE ALPRA FENI FENO
DE ORINA PAM ZOLAM TOINA BARBITAL
M1 + + + +
M2 + + + +
M3 + + + +
M4 + + + +
M5 + + + +
M6 + + + +
M7 + + + +
M8 + + + +
M9 + + + +
M10 + + + +
M11 - - - -
M12 + + + +
M13 + + + +
M14 - - - -
M15 + + + +
M16 + + + +
M17 + + + +
M18 - - - -
M19 + + + +
M20 - - - -
M21 + + + +
M22 + + + +
M23 - - - -
M24 + + + +
M25 + + + +
M26 + + + +

Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia.

En la tabla 5, se observa que la cromatografia en capa fina dio positivo para
Benzodiazepinas (Diazepam Yy Alprazolam) y otras sustancias (Fenitoina y
Fenobarbital) en 80% de las muestras de orina analizadas de personas voluntarias
sanas; los resultados nos indican que el 80% =20,8 dio positivo y el 20%=5,2 dio
negativo de las muestras de orina analizadas lo cual nos confirma que la técnica de
Cromatografia en Capa Fina es una técnica altamente sensible pero no es especifica
para Benzodiazepinas.
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se realiz la determinacion de una técnica selectiva para la
determinacion de Benzodiazepinas relacionadas al aspecto médico legal. Las
Benzodiazepinas son farmacos de gran uso masivo por la poblacién por los cuales son
administrados en pequefias dosis para aliviar diversas patologias del sistema nervioso y
a nivel toxicologico son usadas para fines nocivas que atenten a la salud (dopaje) vy el
mal manejo de estas sustancias dan lugar a intoxicaciones que pueden ocasionar la
muerte, sedantes, tranquilizantes para lo cual se busca determinar una técnica selectiva y
ser usadas en la determinacion de Benzodiazepinas.*?

En las tablas analizadas el Rf nos da un resultado similar como es 0,8 comparado con
otras tesis tiene similitud. En el test de Cochran también cumplié con el criterio de
aceptacion, es decir, las concentraciones son homogeéneas y el factor concentracion no
influye en la variabilidad de los resultados con un coeficiente de correlacion r, cuyo
valor fue 0,89497 y un coeficiente de determinacion r2 que fue 0,88997. Ambos
coeficientes cumplen con los criterios establecidos para estos parametros (r >0,89 y r2
>0,89) con ello se demuestra que el sistema cumple con los requisitos de linealidad
dentro del rango de trabajo y que la variabilidad del area es por la variable
independiente, es decir, la concentracion.™

Segun Linares en su estudio de identificacion de metabolitos de Benzodiazepinas
encontré su RF 0,89 en muestra de orina tanto en hombres como mujeres lo cual
confirma lo que queremos demostrar con nuestro trabajo que la cromatografia en capa
fina no es una técnica selectiva y especifica para la determinacion de Benzodiazepinas,
es una técnica altamente sensible pero no es especifica, porque da resultados positivos
con otras sustancias; asi mismo se observd que el Diazepam y el Alprazolam reacciona
con diversos reactivos utilizados al revelar sustancias diferentes; finalmente se puede
indicar que la cromatografia en capa fina es solo una técnica presuntiva de
identificacion.?

Fonseca en su estudio de determinacion de Benzodiazepinas en muestra de orina
mediante el método de cromatografia en capa fina nos da su Rf de 0,89 confirmandonos
lo que hicimos en nuestro trabajo. ®

Se verifico que la cromatografia en capa fina no es una técnica selectiva y especifica
para la determinacion de Benzodiazepinas, es una técnica altamente sensible pero no es
especifica, porque da resultados positivos con otras sustancias; asi mismo se observo
que el Diazepam y el Alprazolam reacciona con diversos reactivos utilizados al revelar
sustancias diferentes; finalmente se puede indicar que la cromatografia en capa fina es
solo una técnica presuntiva de identificacién para estas sustancias.™
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Vargas en su estudio optimizacién de un método de extraccion e identificacion de
metabolitos benzodiazepinicos da como resultado de su RF 0,8.*

En todos los revelados con el reactivo de dragendorff que contienen Subnitrato de
Bismuto va a reaccionar con los grupos funcionales aminos va a reaccionar con su
estructura quimica en especial con nitrégeno forman complejos coloreado dando un
color naranja, los cuales evidencia la presencia de la estructura quimica que
corresponden a las Benzodiazepinas sin embargo esta formacion es de coloracion no
necesariamente da reaccion positiva con Benzodiazepinas, sino que también pueden
reaccionar con barbitaricos que se puede evidenciar en la figura es por ello que
probablemente esta metodologia no es especifica para Benzodiazepinas en la reaccion
de coloracion porque se da el complejo coloreado Nitrato de Bismuto mas el anillo
grupo amino Bismuto.?

En la dltima tabla, se observa que la cromatografia en capa fina dio positivo para
Benzodiazepinas (Diazepam y Alprazolam) y otras sustancias (Fenitoina y Fenobarbital)
en 80% de las muestras de orina analizadas de personas voluntarias sanas Los resultados
nos indican que el 80% = 20,8 dio positivo y el 20% = 5,2 dio negativo de las muestras
de orina analizadas segun los resultados obtenidos de la cromatografia nos confirma que
la técnica de Cromatografia en Capa Fina es una técnica altamente sensible pero no es
especifica para Benzodiazepinas porque da resultados positivos con otras sustancias. Se
recomienda que para tener la seguridad del resultado se debe utilizar una técnica de
certeza como es la cromatografia de gases con espectrometria de masa, ya que la
Cromatografia en Capa Fina es una técnica presuntiva.

Luego del analisis se verifico que la cromatografia en capa fina no es una técnica
selectiva y especifica para la determinacion de Benzodiazepinas, es una técnica
altamente sensible pero no es especifica, porque da resultados positivos con otras
sustancias; asi mismo se observd que el Diazepam y el Alprazolam reacciona con
diversos reactivos utilizados al revelar sustancias diferentes; finalmente se puede indicar
que la cromatografia en capa fina es solo una técnica presuntiva de identificacion para
estas sustancias.**
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V1. CONCLUSIONES

La Cromatografia en Capa Fina no es una técnica selectiva para identificar

Benzodiacepinas en muestras de orina en personas expuestas al medicamento.

La Cromatografia en Capa Fina no es una técnica selectiva para identificar Alprazolam

en muestras de orina en personas expuestas al medicamento.

La Cromatografia en Capa Fina no es una técnica selectiva para identificar Diazepam

en muestras de orina en personas expuestas al medicamento.
Se determind que la Cromatografia en Capa Fina no es una técnica selectiva para

identificar otras sustancias quimicas, debido a la coexistencia de resultados falsos
positivos como el Fenobarbital y Fenitoina.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Los examenes quimicos toxicoldgicos deben de realizarse por métodos sensibilidad y

especificidad evidenciada, que permita obtener resultados de confiabilidad.

2. La cromatografia en capa fina no debe ser utilizada para concluir un analisis debido a
que por no ser sensible y especifica puede conllevar a un error, lo cual puede originar
tomar decisiones equivocadas para realizar un tratamiento, para dar un veredicto u

otras de gran importancia en la sociedad.

3. Lacromatografia de capa fina se puede utilizar para realizar un screening presuntivo

para luego confirmar con un método que sea selectivo y especifico.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de material de vidrio y reactivos quimicos en el laboratorio de
Toxicologia Universidad Norbert Wiener.

En el anexo 1, se observa a las tesistas preparando los materiales y los reactivos.

AnNexo 2. Preparacion de los reactivos, de los equipos y las placas para la
determinacion de Benzodiazepinas en el laboratorio de Toxicologia de la Universidad
Mayor de San Marcos.

En el anexo 2, se observa a las tesistas preparando los reactivos, los equipos y las placas
para la determinacién de Benzodiazepinas.
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Anexo 3. Secado de Placas cromatografias con Silicagel G.

En el anexo 3, se observa la preparacion de las placas de silicagel G de medidas de
10x20cm, luego se las llevo para su secado al horno o a temperatura de ambiente.

Anexo 4. Muestras de orina con Diazepam y Alprazolam.

En la anexo 4, se observa la recoleccion de la muestra de orina de pacientes voluntarios
que ingerieron Benzodiazepinas (Alprazolam o Diazepam).
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Anexo 5. Proceso de extraccion de la muestra de orina de metabolitos
Benzodiacepinicos (Diazepam y Alprazolam) de personas voluntarias.

En el anexo 5, se observo el proceso de extraccion para ello se ultilizo la pera
de decantacion, a la cual se afadio la muestra de orina con Diazepam o
Alprazolam, luego se afiadio eter etilico entre 15-20 mL, se homogenizo la
muestra y se dejo en reposo por 20 minutos y luego la separacion de fases
acuosa y organica.

Anexo 6. Siembra de las placas cromatogréaficas con los Estandares Secundarios de
Diazepam y Alprazolam.

En el anexo 6, se observa el sembrado de los estandares secundarios de Alprazolam y
Diazepam, sembrado de la muestra problema de Alprazolam y Diazepam,sembrado de
Fenobarbital Q.P, Fenitoina y el blanco.
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Anexo 7. Preparacion del sistema solvente Metanol: Acetona (1:1 V/V).

En el anexo 7, se observa la preparacion del sistema solvente: Metanol: Acetona
(1:1 v/v), luego se visualiza el recorrido de las muestras.

Anexo 8. Revelado fisico de las Benzodiazepinas usando UV.

En el anexo 8, se observo que luego de llevar las placas a la ldmpara UV a 254
nm, se puedo identificar el recorrido de las Benzodiazepinas y Fenitoina
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Anexo 9. Revelador quimico dragendorff usado para la identificacion de
Benzodiazepinas.

En el anexo 9, se observa el recorrido de las Benzodiazepinas luego de usar el revelador
dragendorff la cual dio manchas de color naranja para luego medir su Rf que en
promedio fue 0,8.

Anexo 10. Comparacién de los Rf de las Benzodiazepinas (Alprazolam y Diazepam)
con Fenitoina.

En el anexo 10, se observa la visualizacion de manchas naranjas dandonos positivo y la
medida del Rf de las Benzodiazepinas (Alprazolam y Diazepam)que nos dio un
promedio de 0,8 en comparacion con la Fenitoina que también tuvo un Rf de 0,81 en
promedio lo cual nos confirma que la cromatografia en capa fina es una técnica
altamente sensible pero especifica para Benzodiazepinas.
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ANEXO 11. MATRIZ DE CONSISTENCIA

PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA
PROBLEMA GENERAL

La Cromatografia en Capa
Fina es una técnica selectiva
para identificar

Benzodiazepinas.

PROBLEMA ESPECIFICO

1. ¢Es la Cromatografia en
Capa Fina una técnica
selectiva para identificar

Alprazolam?

2. ¢(Es la Cromatografia en
Capa Fina una técnica
selectiva para identificar

Diazepam?

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar una técnica selectiva por
Cromatografia en Capa Fina para
identificar Benzodiazepinas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Determinar una técnica selectiva por
Cromatografia en Capa Fina
para identificar Alprazolam.

2.- Determinar una técnica selectiva
por Cromatografia en Capa Fina
para identificar Diazepam.

3.-Determinar una técnica selectiva por
Cromatografia en Capa Fina
para identificar otras sustancias

guimicas.

HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

La cromatografia de capa

fina es wuna técnica
selectiva para la
identificacion de
Benzodiazepinas
(Alprazolam y
Diazepam).
HIPOTESIS
ESPECIFICA

La cromatografia de
capa fina es una técnica
selectiva para identificar
Alprazolam.

La cromatografia de
capa fina es una técnica
selectiva para identificar
Diazepam.

Muestras de orina de personas
voluntarias con ingesta de

Benzodiazepinas.

VARIABLE
DEPENDIENTE

Cantidad minima detectable de
Benzodiazepinas.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

b et R A M A T -y

ientifieads con DNL, . (7557981 ... . de .....Afios, autorizé mediante
mi firma el consentimiento para la administracion de benzodiacepinas
(diazepam o alprazolam), para la extraccion de una muestra bioldgica de
orina, para el examen quimico cumpliendo estrictamente con las

indicaciones adecuadas, la cual he sido informado.,

Lima,05 de diciembre de 2017.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Toes birmani Dsacunt Mm/dﬁwaoéf

Yoo, LS A L e,

identificada con DNI... V;ZSSQ 781....... de ...,.Afos, autorizé mediante
mi firma el consentimiento para la administraciéon de benzodiacepinas
(diazepam o alprazolam), para la extraccion de una muestra bioldgica de
orina, para el examen quimico cumpliendo estrictamente con las

indicaciones adecuadas, la cual he sido informado.

=

Lima,05 de diciembre de 2017.
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