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RESUMEN

Numencial es un medicamento compuesto por dos ansioliticos (Diazepam y
Sulpirida) de amplio efecto terapéutico y es causante de intoxicaciones agudas
gue conllevan a la muerte del individuo. El uso irracional de estos medicamentos
es la principal causa de suicidio tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo. La intoxicacion empeora si Numencial se consume en asociacion con
otros psicofarmacos o con alcohol. Otra consecuencia que genera el uso de estos
farmacos al ser eliminados por el organismo, es la contaminacion de aguas
residuales generando darios fisioldgicos en animales acuaticos.

En el presente trabajo se optimiz6 la extraccion de los principios activos
contenidos en tabletas de Numencial. También se estudié la validacion de un
método cromatografico por HPLC para el andlisis cualitativo y cuantitativo de los
farmacos Diazepam y Sulpirida basandose en los parametros establecidos:
linealidad, precision, selectividad, exactitud, sensibilidad y robustez.

Se realiz6 la caracterizacion textural del carbdén encapsulado comercial de venta
contra intoxicaciones mediante la isoterma de adsorcién de N, A 77 K. También se
determind su acidez-basicidad superficial. Se obtuvieron isotermas y curvas
cinéticas de adsorcion de Diazepam y Sulpirida simultaneamente en disolucién
acuosa de Numencial en medio &cido y en presencia de etanol, por
espectroscopia UV.

Para el estudio de la adsorcion de ambos principios activos de manera individual
sobre carbén encapsulado en medio de acidez gastrica y con el efecto de la

presencia de alcohol, se utiliz6 la cromatografia HPLC.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la validacion de un método cromatografico que permita cuantificar a los
psicofarmacos Diazepam y Sulpirida contenidos en el medicamento Numencial en
estudios de adsorcién sobre carbon activado encapsulado de venta contra

intoxicaciones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Optimizar la extraccion de los principios activos contenidos en tabletas de
Numencial por dos metodologias: por agitacion con barra y digestor
ultrasoénico.

e Desarrollar un método analitico y estudiar la validacién del mismo capaz de
cuantificar confiablemente a los ansioliticos Diazepam y Sulpirida.

e Comparar la cuantificacion por dos metodologias: (a) como mezcla por
espectrofotometria UV y (b) individualmente por cromatografia HPLC, de
los ansioliticos Diazepam y Sulpirida presentes en el medicamento
Numencial

e Caracterizar al adsorbente carbonaceo seleccionado.

e Determinar curvas cinéticas e isotermas de adsorcion a 37 °C de los
ansioliticos Diazepam y Sulpirida en jugo gastrico simulado vy
adicionalmente en presencia de alcohol sobre carbén activado

encapsulado.



HIPOTESIS
El carbén activado es un poderoso adsorbente capaz de retener en su superficie
una gran cantidad de sustancias quimicas, portadoras de diferentes grupos
funcionales, siendo asi un método efectivo de descontaminacion tanto ambiental

como digestiva.



CAPITULO |
1 INTRODUCCION

1.1 Problemaambiental de farmacos en agua
El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana vy el
sostenimiento del medio ambiente. Como consecuencia del rapido desarrollo
humano y econdémico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella, el agua ha
sufrido un alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias
biolégicamente activas sintetizadas para su uso en la industria, la medicina, la
agricultura etc. han sido vertidas al medio ambiente sin tener en cuenta las
posibles consecuencias.
Las principales vias de entrada de contaminantes en el medio ambiente acuatico
son las aguas residuales, entre las que se incluyen las urbanas, industriales, y las
de origen agricola o ganadero [1].
Los efectos que la contaminacion quimica del agua produce son multiples y entre
los mas importantes se destacan:

> Accion téxica y cancerigena

> Incidencia sobre la produccion de alimentos

» Cambios morfoldgicos en animales acuaticos

» Limitacion del uso del agua con fines recreativos

Esta contaminacién es causada por contaminantes emergentes cuyo origen y
naturaleza quimica es distinta. De acuerdo con las numerosas revisiones
bibliograficas realizadas en los ultimos afios (figura 1.1), los farmacos prescritos
con y sin receta contribuyen con alrededor del 10% de la concentracion de
contaminantes, mientras que los detergentes constituyen el mayor porcentaje de

contaminantes en aguas residuales, seguidos de los esteroides y plastificantes. [2]
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Figura 1.1 Concentracion porcentual de diversos contaminantes emergentes en

agua residual [2].
los farmacos méas prescritos en medicina humana destacan los

Entre
antihipertensivos y

analgésicos/antiinflamatorios, antibioticos,
ansioliticos/antiepilépticos como las benzodiacepinas. Debido a las propiedades

fisicoquimicas que presentan los medicamentos, sus metabolitos y sus productos
de degradacion, estas sustancias pueden llegar a alcanzar el agua subterrdnea y
contaminar los acuiferos o bien quedar retenidas en el suelo y acumularse

los

pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos a través de la cadena alimenticia.
Uno de los principales problemas que se tiene por la contaminacion con farmacos
es el dafo fisico-mental que se ocasiona a los animales acuéticos. En el caso de
peces, el consumo de farmacos ansioliticos los hace ser menos sociales, mas
atrevidos y devoradores [3].

Las concentraciones que se han encontrado en aguas superficiales o en aguas

subterraneas se sitian normalmente en el orden de ng L™ o ug L™. En la tabla 1.1
se muestran concentraciones de farmacos ansioliticos presentes en agua

superficial [4].



Tabla 1.1 Concentraciones de psicofarmacos encontrados en agua superficial [4].

Farmaco Concentracion ug L™
Alprazolam 0.06
Buspirona 1.6
Carbamazepina 346.5
Clobazam 353.3
Clonazepam 0.43
Diazepam 16.2
Flunitrazepam 15
Haloperidol 6.5+10°
Levomepromazina 7.7+10%
Lorazepam 2.7
Meprobamato 7300
Midazolam 0.2
Mirtazapina 14
Oxazepam 30.7
Oxcarbazepina 1400
Perfenazina 9.9.10%
Fenobarbital 8100
Remoxiprida 70
Risperidona 0.13
Sulpirida 138
Triazolam 0.08

Estos principios activos pertenecen al grupo de los psicofarmacos, el cual se
ramifica de acuerdo a la estructura quimica del farmaco en benzodiacepinas,
barbitdricos, benzamidas, fenotiazinas, butirofenonas, azapironas, etc. La figura
1.2 muestra que el grupo de las benzodiacepinas integra el mayor porcentaje de

ansioliticos encontrados como contaminantes.

B benzodiacepinas
H fenotiazinas
H benzamidas
M barbitdricos

M azapironas

® butirofenonas

Figura 1.2 Clasificacion de farmacos ansioliticos y su porcentaje encontrado en
agua superficial.



1.1.1 Ansioliticos

Los ansioliticos son un grupo de farmacos con accién depresora sobre el sistema
nervioso central destinados a disminuir o eliminar los sintomas de angustia y
ansiedad del paciente [5]. Correctamente dosificados suprimen o mejoran esta
sintomatologia sin producir sedacion o suefio. La ansiedad es una emocion

compleja en la que coexisten:

= Sentimientos personales de temor, zozobra, amenaza.
= Irritabilidad y pérdida de concentracion.
= Efectos sométicos y autondmicos: palpitaciones, temblor, tension muscular,

sudor, micciones frecuentes, rubor, cefaleas, molestias digestivas, etc.

Fisiolégicamente, los sistemas neuroquimicos mas implicados en la génesis y
mantenimiento de la sintomatologia ansiosa son el complejo receptor GABAA-
benzodiacepinico, el sistema serotonérgico y el noradrenérgico, aparte de otros
sistemas neuropeptidicos menos estudiados.
Existen diversos farmacos ansioliticos los cuales se han clasificado desde su
punto de vista funcional de la siguiente manera:

a) Los que producen ademas un efecto sedante-hipnético: benzodiacepinas,

barbittricos y meprobamato.

b) Los que ejercen ademas un efecto antipsicético: benzamidas.

c) Los agonistas parciales de los receptores 5-HT a: azaspirodecanodionas.

d) Los que producen ademas, un bloqueo de algin componente vegetativo:

neurolépticos, bloqueantes B-adrenérgicos.

1.1.1.1 Benzodiacepinas

Un grupo importante de ansioliticos dados su prescripcion y consumo son las
benzodiacepinas; las cuales se catalogan de acuerdo a su tiempo de vida media
en prolongada, intermedia, corta y de accién reducida. En la tabla 1.2 se muestran

los farmacos benzodiacepinicos de acuerdo a esta clasificacion.



Tabla 1.2 Clasificacion de benzodiacepinas de acuerdo a su semitiempo de vida.

Tiempo de vida media Farmaco

Prolongada >24h Diazepam, Fluracepam, Paracepam, Medacepam
Intermedia <24h Clonazepam, Bromazepam, Nitracepam, Flunitrazepam
Corta <6h Alprazolam, Lormetazepam, Lorazepam, Oxacepam
Reducida <2h B-rotizolam, N-fidazolain

El mecanismo de accion general de este grupo de farmacos consiste en potenciar
o amplificar la neurotransmisién gabaérgica inhibitoria puesto que son agonistas
indirectos del acido gamma amino butirico (GABA), uno de los neurotransmisores

mas importantes del sistema nervioso central (SNC) [6].

1.1.1.2 Benzamidas sustituidas
Grupo de farmacos ansioliticos que ademas de ser antidepresivos ejercen un
efecto antipsicético, por lo cual también se conocen como neurolépticos y actian
blogueando a receptores del sistema dopaminérgico y serotoninérgico del SNC
bloqueando sus efectos y produciendo un estado de tranquilidad inmediata. De
acuerdo con su estructura quimica podemos encontrar tres grandes grupos:

1. Benzamidas: Sulpirida, Amilsulpirida, Triapide

2. Butiroferonas: Haloperidol, Droperidol, Trifluoperidol

3. Fenotiazinas: Flufenazina, Cloropromazina, Levomepromazina, etc.

1.1.1.3 Diazepam y Sulpirida

Diazepam y Sulpirida (figura 1.3) son principios activos pertenecientes al grupo de
los psicofarmacos. Se pueden encontrar en preparados farmacéuticos de forma
individual como Valium y Ekilid, respectivamente o en combinacion como en el

preparado farmacéutico Numencial.
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Figura 1.3 Estructura quimica de los ansioliticos Diazepam y Sulpirida [7].

El Diazepam, perteneciente al grupo de los tranquilizantes benzodiacepinicos
tiene multiples efectos farmacoldgicos y dependiendo de la dosis con la que se
administre estd indicado como ansiolitico, antidepresivo, sedante, hipnotico,
anticonvulsivo, anticomisial y como relajante muscular. Estas propiedades se
deben a que Diazepam actia en las sinapsis GABAérgicas, ligandose a la
molécula del GABA, en la membrana postsinaptica, ocasionando una mayor
apertura de los canales clénicos y una hiperpolarizacion de la misma, impidiendo
asi una estimulacion relativa del Sistema Activador Ascendente Reticular [6,8].

El Diazepam se administra por via oral, intramuscular e intravenosa. Por via oral e
intramuscular la biodisponibilidad es del 86-100%. Se absorbe rapidamente,
atraviesa barrera hemato-encefalica y placentaria, tiene una vida media de 20-70
horas, un volumen de distribucion (0.7-1.7 L/kg) y un aclaramiento relativamente
bajo (0.2-0.5 mL/kg/min). ElI Diazepam es metabolizado en el higado a N-
desmetildiazepam, un metabolito mayor activo con una vida media de 50-100
horas [8].

El farmaco Sulpirida es un antagonista especifico de receptores dopaminérgicos
D2 y D3. Pertenece al grupo de farmacos neurolépticos de las benzamidas. Esta

indicado en el tratamiento de cuadros psicopatoldogicos diversos (neurosis,
8



depresiones, somatizaciones neuroéticas), trastornos psicologicos funcionales,
sindromes psicosométicos, demencia senil y somatizaciones gastrointestinales.

Sulpirida se absorbe bien a través del tubo digestivo. La biodisponibilidad es
relativamente baja, influyendo en forma importante los aspectos individuales del
paciente. Su distribucion se realiza rapidamente a través de todo el organismo; sin
embargo, el paso por la barrera hemato-encefalica es dificultoso. Su vida media es
de 7 a 9 horas. Menos del 40% se une a proteinas plasmaticas y es excretado por

la orina [9].

1.1.2 Cromatografia

La cromatografia es un método analitico usado prioritariamente para la separacion
de los componentes de una muestra en la cual los componentes se distribuyen en
dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra se mueve. La fase
estacionaria puede ser un sdlido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La
fase maovil puede ser liquida o gaseosa [10].

Las modalidades de la cromatografia son variadas de las cuales en funcién de
diversos parametros se pueden clasificar de acuerdo a:

e La naturaleza de la fase movil. Si la fase mévil es un gas, la movilidad
cromatografica se denomina gaseosa (GC) y si es un liquido, cromatografia
liguida (LC). A este Ultimo grupo pertenecen la cromatografia en capa
delgada (TLC), la cromatografia liqguida en columna abierta y la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

e La naturaleza de la fase estacionaria. Si la fase estacionaria es un solido y
la fase mdévil un liquido se denomina cromatografia liquido-sélido (LSC),
analogamente existiran una cromatografia liquido-liquido (LLC), gas-liquido
(GLC) y gas-sdlido (GC)

e El fendbmeno que ocurre dentro de la columna. Puede ser de afinidad y por
tamafio molecular.

Como ya se ha mencionado, los métodos cromatograficos pueden clasificarse de
acuerdo a la naturaleza de la fase moévil y estacionaria, pero también asi mismo la

cromatografia puede clasificarse en funcién al fendmeno fisico que provoca la



separacion; pudiendo ser cromatografia de adsorcion y de particion. En la primera,
la fase estacionaria es un sdlido y la fase movil que contiene los solutos disueltos
pasa por encima de la fase estacionaria, sobre la cual los analitos (solutos) se
adsorben cuando se retienen y se desorben para eluirse.

En la segunda, la fase estacionaria es un liquido inmovilizado sobre un material
inerte solido que solo actua de soporte y los fendmenos de retencion y separacion
se producen a causa de la solubilidad relativa de los componentes analizados.
Otros dos fenomenos fisicos de separacion que difieren un poco en la
cromatografia es el de intercambio idnico en el cual la separacion se fundamenta
en el intercambio selectivo de los iones enlazados a la fase estacionaria por los
iones de la muestra, y el de exclusion, en donde la fase estacionaria proporciona
una clasificacion de las moléculas basadas en su mayor parte en la geometria y el
tamafio molecular.

Este conjunto de técnicas permite la separacion de componentes en mezclas
complejas, sin embargo la eficacia con la que cada uno lo hace es dependiente de
diversos factores entre los cuales el analito es una pieza fundamental en la

eleccion del método cromatografico.

La cromatografia liquida “clasica” se lleva a cabo en una columna generalmente
de vidrio, la cual esta rellena con la fase estacionaria. Luego de colocar la muestra
en la parte superior, se hace fluir la fase movil a través de la columna por efecto
de la gravedad. Sin embargo con el objetivo de aumentar la eficiencia en las
separaciones, el tamafio de las particulas de fase fija se fue disminuyendo hasta el
tamafio de los micrones, lo cual generd la necesidad de utilizar altas presiones
para lograr que la fase movil fluya. De esta manera, se cred la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que requiere de instrumental
especial que permita trabajar con las altas presiones requeridas.

La figura 1.4 muestra un esquema de los componentes fundamentales de un
cromatografo de liquidos de alta resolucién. Entre los componentes principales
gue constituyen este equipo se encuentra un reservorio de solventes para la fase

movil, sistemas de bombeo, sistemas de inyeccion de muestra, detector y un
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sistema de registro, en el cual se recabaran los datos provenientes del detector
[10].

Por consiguiente, como resultado de un andlisis cromatografico se obtiene un
gréfico llamado cromatograma, que relaciona la sefal en funcién del tiempo.

De esta manera, gracias a su alto poder de resolucién, la cromatografia liquida de
alta resolucion HPLC se ha convertido en un método analitico de primer orden que
permite separar, identificar y cuantificar los compuestos presentes en muestras

liquidas y por ende de gran aplicacion en la industria farmacéutica.

Inyector i
—> - > G
Bomba Inyeccion
I e—— L 1
Columna

F 3

= B
Fase

Movil

Integrador
Detector

Figura 1.4 Esquema de los principales componentes de un cromatografo de

liquidos.

1.1.2.1 Validacién de un método cromatografico

Para asegurar confiabilidad en los resultados obtenidos, los métodos analiticos se
someten a un proceso de validacion. Mediante un proceso de validacion se
comprueba si el método es lo suficientemente confiable y si los resultados
previstos se obtienen dentro de las condiciones prefijadas [11].

Para el desarrollo quimico-farmacéutico de un nuevo medicamento es
imprescindible la utilizacion de un método analitico que permita cuantificar el

ingrediente activo de una formulacién. La validacion de los métodos analiticos se
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fundamenta en la determinacion de los parametros de linealidad, precision,

selectividad, exactitud, sensibilidad y robustez [10].

Linealidad

Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracion del analito en un intervalo definido. Se
determina mediante el tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el
analisis del analito a diferentes concentraciones. La seleccion del intervalo y del
namero de puntos experimentales esté estrictamente relacionada con la aplicacién

del método.

Precisién

Refleja la medida en que los valores de una serie repetida de ensayos analiticos
gue se realizan sobre una muestra homogénea son semejantes entre si. Las dos
medidas mas comunes de la precision, que generalmente se define en términos
de la desviacion estandar o el coeficiente de variacion (desviacion estandar

relativa), son la repetibilidad y la reproducibilidad.

Selectividad

Se define como la capacidad de un método analitico para medir exacta y
especificamente el analito sin interferencias de impurezas, productos de
degradacion o excipientes que pueden estar presentes en la muestra. Se expresa

como el grado de inexactitud del método.

Exactitud
Indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas proximos
posibles al valor verdadero. La exactitud debe ser tan grande como sea posible

para que el valor se aproxime al de referencia.
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Sensibilidad
La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. Los parametros a definir al

evaluar la sensibilidad son el limite de deteccion y el de cuantificacion.

Robustez

Corresponde a los estudios que indican el grado de confiabilidad del ensayo ante
cambios en las condiciones operativas y ambientales normalizadas del método.
Estos cambios pueden ser ligeras diferencias operativas, de equipos, de analistas,

en la temperatura, en el pH, fuente de columnas, etc.

1.1.3 Estudios cromatograficos del ansiolitico Diazepam

Se han realizado diversos estudios cromatograficos por HPLC al farmaco
ansiolitico Diazepam en presentacion individual y combinada. En las tablas 1.3 y
1.4 se muestran algunas condiciones de extraccion y cromatogréficas utilizadas
para este farmaco en diversos procedimientos utilizando formas farmacéuticas

sélidas como capsulas o tabletas [12-15].

Tabla 1.3 Condiciones de extraccion de Diazepam en formulacién farmacéutica
solida.

Peso de Disolventes/ Agitacion Filtracion Ref.
Diazepam volumen
20 tabletas  Etanol : agua Mecanica Sin filtracién, [12]
trituradas (5:3) (30 min) y eliminacion del
centrifugacion sobrenadante.
(3000 rpm)
Equivalente 25 mL de 0.1N HCI  Cubeta Filtros [13]
a25mg ultrasénica membrana de
(20 min) 0.45 uym
5 mg 10 mL de metanol [14]
1 capsula 100 mL con metanol Cubeta Filtros PTFE de [15]
ultrasénica 0.5 um
(60 min)
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Tabla 1.4 Condiciones cromatograficas utilizando HPLC para el ansiolitico
Diazepam.

Columna Condiciones cromatograficas Referencia

Hypersil ODS C18 Fase movil: ACN/ MeOH y 1 % bufer de [13]
(250 x 4.6 mm, 5 um) fosfatos a pH 3. Método isocratico,

velocidad de flujo de 1 mL/min, volumen

de inyeccion 20 uL, deteccién UV a 232

nm.
X Bridge C18 Fase movil: ACN/ bufer de fosfato a pH 3.4 [14]
(150 x 4.6 mm, 5 ym) Método isocratico, velocidad de flujo de 1

mL/min, deteccién UV a 250 nm.
Wakosil 5 C18 Fase movil: 1-acido heptanosulfénico 5 [15]
(4.6 x 150 mm, 5 ym) Mm de sal de sodio en agua/ACN ajustado

con &cido fosférico a pH 2.4 a una

velocidad de flujo de 1 mL/min a 40 °C

volumen de inyeccion 10 uL, deteccién UV

a 225 nm.

1.2 Problema social en el abuso de farmacos ansioliticos

Una problematica social por la cual ha cursado el individuo durante afios es el
consumo reiterado de farmacos o0 mejor conocido con el término de
farmacodependencia sobre todo hacia sustancias ansioliticas-antidepresivas
destinadas a tratar problemas mentales. En general, la dependencia se presenta
con una gran variabilidad interindividual pues hay personas capaces de consumir
sustancias adictivas con moderacion o de forma ocasional, mientras que otras,
tras un breve o largo periodo de consumo se convierten en consumidores
compulsivos y presentan grandes dificultades para abandonar dicho consumo.
Esta ingesta irracional de farmacos puede conducir a la presencia de
intoxicaciones agudas medicamentosas.

Las intoxicaciones agudas medicamentosas son la principal causa de suicidio
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, afectando mayormente
a las mujeres comprendidas entre los 20 y 44 afios [16]. En las investigaciones
médico-legistas poco se menciona la cantidad de farmacos ingerida y la mas
frecuente es de 10 a 20 comprimidos. Se ha observado un amplio predominio de

los psicofarmacos y es el Diazepam el mas frecuente causando adiccion en un 86
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% [17]. El uso inapropiado de este principio activo se debe principalmente a la
facilidad con la que puede ser adquirido, ya que desde que las benzodiacepinas
se introdujeron en el mercado, su utilizaciébn ha experimentado un constante
incremento debido a sus propiedades ansioliticas, hipnoéticas y sedantes y a su
amplio margen de seguridad en comparacioén con otros farmacos depresores del
SNC. Sin embargo, en la actualidad la mayoria de estas sustancias suelen
consumirse en asociacién con otros psicofarmacos o con alcohol aumentando la

fatalidad de la intoxicacion debido a la sinergia que provoca tal combinacion.

1.2.1 Tipos de intoxicaciones

Una intoxicacion es la entrada de un téxico en el cuerpo en cantidad suficiente
como para producir un dafio. Segun el grado y sus efectos en el tiempo, podemos
clasificar a una intoxicacion como aguda o cronica. En la primera se produce un
dafio debido a la exposicion o consumo de grandes dosis de un téxico y el efecto
se presenta dentro de las primeras 24 horas; mientras que en la segunda la
persona ha sido expuesta a dosis bajas del toxico y con cierta periodicidad; es
decir, la intoxicacion se produce poco a poco [8]. Existe una gran variedad de
sustancias que pueden desencadenar una intoxicacidbn entre las cuales
predominan:

¢ Dosis excesivas de medicamentos o drogas

e Utilizacion inadecuada de insecticidas y raticidas
¢ Ingesta de hidrocarburos y causticos

¢ Inoculacién de venenos por parte de animales

1.2.2 Efectos de los ansioliticos por sobredosificacion
Al administrar dosis altas de un farmaco depresor del SNC la afeccion neuroldgica
dependera de la cantidad ingerida y de la tolerancia al farmaco.
Entre los sintomas que se encuentran en caso de alguna intoxicacién por
ansioliticos estan:

v' Somnolencia

v' Apatia
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v" Incoordinacién Muscular

v Depresion respiratoria

Estudios realizados por Carson [18] demuestran que las concentraciones post-
mortem de los farmacos individuales identificados no fueron letales, estableciendo
que la combinacién de farmacos en la “multiple intoxicacion medicamentosa”
(MIM) y el consumo de alcohol al mismo tiempo pueden asociarse con la fatalidad
de la intoxicacion, provocando afecciones fisiologicas en el organismo tales como
ataxia, depresion respiratoria y cardiovascular, hipotension, broncoaspiracion,
coma e incluso la muerte del paciente. Se sabe que dosis mayores a 5 mg/kg del
farmaco benzodiacepinico Diazepam puede desencadenar la presencia de esta

sintomatologia.

1.2.3 Métodos de desintoxicacion
Se conoce como método de desintoxicacién a aquel procedimiento mediante el
cual se ayuda a disminuir o eliminar alguna sustancia téxica del organismo. Ante la
presencia de una intoxicacion medicamentosa en especial por benzodiacepinas,
los tratamientos mayormente utilizados son el uso de antidotos y la
descontaminacion digestiva.

a) Antidotos: suelen usarse Flumazenil y Aminofilina. El primero es un farmaco

antagonista de los receptores de las benzodiacepinas.
b) Descontaminacion digestiva son: lavado gastrico, uso de eméticos,

hemodidlisis e ingesta de carbdn activado.

El lavado géstrico permite vaciar el contenido del estbmago para evitar que el
farmaco pase al resto del tubo digestivo y se absorba. Se introduce una sonda a
través de la nariz o la boca, y se extiende a través del es6fago hasta llegar al
estbmago. Esta técnica debera llevarse a cabo dentro de la primera hora. Los
emeéticos inducen el vomito. Mediante la hemodialisis se eliminan toxinas y exceso
de fluidos de la sangre y los tejidos haciendo circular de forma continua la sangre

a través de un filtro. El carbdén activado es una sustancia de origen vegetal que
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tiene la propiedad de adsorber sustancias quimicas, gases, metales pesados,
proteinas, desechos y toxinas, lo que lo convierte en un gran aliado para la
desintoxicacion. Se utiliza dentro de la primera hora después de la ingesta y la
dosis habitual es de 1 g/kg corporal [19]. El carbdén activado se queda en el tubo
digestivo, sin que esto genere ningun efecto secundario y es ahi donde adsorbera
todo aquello que resulte nocivo para el organismo y posteriormente serd eliminado
a traves de las heces.

Se sabe que el carbon activado en capsulas o en suspension es un poderoso
adsorbente que disminuye la cantidad de droga disponible para ser absorbida en
el intestino. Se obtiene mediante la carbonizacion de la cascara de coco, carbones
vegetales, de madera, lignitos y turba. Se caracteriza por poseer una superficie
especifica con una gran cantidad de poros muy finos que son los que adsorben
ciertos compuestos no deseados. Las altas temperaturas, la atmosfera especial y
la inyeccion de vapor del proceso de fabricacion del carbon activado es lo que

“activa” y crea la porosidad [20].
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CAPITULO Il
2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Extraccion de principios activos

Para la extraccion de los principios activos de los preparados farmacéuticos
Numencial® y Ekilid® se usaron dos métodos: agitacién con barra y digestor
ultrasénico durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se trituraron 4 tabletas de
Numencial, se promedi6 su peso y se tomaron 138.5 mg de tableta que resultaron
equivalentes a 2.5 mg de Diazepam y 50 mg de Sulpirida. El polvo se llevé a un
matraz aforado de 100 mL y se disolvié con 80 mL de una disolucion previamente
preparada de etanol al 50% y HCI ajustado a pH 1.6. Para la formulacion de Ekilid
se pesaron 4 capsulas, se promedié su peso y se tomo el equivalente a 100 mg de
Sulpirida. El polvo se llevé a un matraz aforado de 100 mL y se disolvié con 80 mL
de la misma disolucién ocupada anteriormente.

A manera de estandar de Diazepam se usé el preparado Valium®. Se tomaron 100
ML de la ampolleta y se aford con la disolucion etanol-HCI en un matraz aforado de
10 mL, para obtener una concentracién de 50 mg L™ de Diazepam. La mezcla se
sometié a agitacién en cubeta ultrasénica por 5 minutos a temperatura ambiente.
De cada disolucibn se tomaron alicuotas para preparar las concentraciones

deseadas y se filtraron utilizando filtros Minisart®-RC/SRP 0.45 pm.

2.2 Analisis por el método cromatografico

El anadlisis se realizé en dos equipos HPLC. Para los analisis cromatograficos de
los ansioliticos en medio acido se utiliz6 un equipo Beckman Gold con bomba
modelo 126 y para las disoluciones en medio etanol-HCI se utiliz6 un equipo
Agilent 1260 ambos con detector UV e inyector automatico.

2.2.1 Condiciones cromatograficas en medio acido (HCl ajustado a pH 1.6)

Se utilizé una columna EC Nucleosil 100-5 C18 AB (3 x 125 mm) de Macherey

Nagel. Fase movil A: acetonitrilo, B: 1 mM acetato de amonio acuoso. Se empled

un gradiente: 0-20 min 60-90%, pH 4 ajustado con CH3COOH a una velocidad de
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flujo de 1.4 mL/min a 40 °C. La deteccion UV se realiz6 a 228 y 254 nm. El
volumen de inyeccion fue de 20 y 5 pL para Diazepam vy Sulpirida,

respectivamente.

2.2.2 Condiciones cromatograficas en medio etanol al 50% y HCI ajustado a
pH 1.6

Se utilizd una columna EC Nucleosil 100-5 C18 AB (3 x 125 mm) de Macherey

Nagel. La composicion de la fase moévil fue, A: acetonitrilo y B: acetato de amonio

acuoso pH 4 ajustado con CH3COOH. La deteccion UV se realiz6 a 230 y 254 nm.

Se empleod elucion isocratica al 50% a una velocidad de flujo de 1 mL/min con un

volumen de inyeccién de 20 uL y 5 uL, el tiempo de andlisis fue de 5 minutos.

2.3 Validacion del método cromatografico

2.3.1 Linealidad

Para la determinacion de este pardmetro se realizé una curva de calibracion de
Diazepam (10-50 mg L™) y Sulpirida (50-1000 mg L™). Cada punto de las curvas
de calibracién se inyecto por triplicado en el equipo HPLC Agilent 1260. Se realizd

un test estadistico de los datos y se determind lo siguiente:

e Curva de regresion lineal
y=bX+a (2.1)
Donde b es la pendiente y a la ordenada al origen.

e Coeficiente de correlacion r y coeficiente de determinacién R Estos
valores se determinaron usando el programa Origin Pro® 8.0 para evaluar el
ajuste al modelo lineal. El valor de r=1 indica una curva lineal.

e Test de correlacion lineal

r n-2

1— 72

tr = (2.2)




e Test de Student de la pendiente
b

e Intervalo de confianza de b
b=b+tx S, (2.4)

donde S, es la varianza.Los criterios aceptables para los anteriores parametros se

presentan en la tabla 2.1.

Tabla 2.1 Parametros estadisticos de linealidad y criterios aceptables.

Parametro estadistico Criterio

r =>0.99

R? >0.99

Test de correlacion lineal texp™ ttabla

Test de Student de la pendiente texp™ ttabla
Intervalo de confianza de b No debe incluir 0

2.3.2 Precision

La evaluacion de la precision del analisis cuantitativo de las sustancias se realizo
haciendo 6 inyecciones de Diazepam (25 mg L™Y) y Sulpirida (400 mg L™). Se
determind la desviacién estandar relativa (RSD) a partir de la desviaciéon estandar

S de los datos obtenidos de la siguiente manera:

n
l= (x'— 2
§ = —to7 (2.5)
n—1

donde n es el nimero de mediciones, x;es el valor medido en el ensayo i y x el

estimador de la media poblacional p y la desviacidén estandar relativa o coeficiente

de variacion:
S$*100
X

RSD =

(2.6)

La Farmacopea de los Estados Unidos (USP) indica como normativa una RSD de

no mas del 2% realizando 5 inyecciones de una misma disolucion.
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2.3.3 Limite de confianza
Se calcul6 de acuerdo a la distribucion de t de Student, la cual se puede utilizar

cuando el numero de muestras es menor a 30 segun:

ty,a*S

Vn

ty,a*S

Vn

X + <u> x — (2.7)

Donde t,, es el valor “t de Student”, tabulado para n mediciones con v=n-1

grados de libertad y para a=0.05 correspondiente a un intervalo de confianza del
95%.

2.3.4 Exactitud

Para la determinacibn de exactitud se emplearon tres concentraciones de
Diazepam (20, 25 y 30 mg L™) y Sulpirida (400, 500 y 600 mg L™). Estas se
inyectaron por triplicado en el equipo HPLC. Para calcular la t experimental (ver
ec. 2.8) se utiliza un ensayo t de Student. Se comparo con el t de tablas para n-1
grados de libertad en el nivel de confianza del 95%. Si teyp < tiapla, NO existe
diferencia significativa con el 100% de recuperacién y la exactitud es apropiada.

e Valordet

__ 100-R ) g

Siendo R la recuperacion porcentual.

2.3.5 Sensibilidad
Para la obtencion del limite deteccién y cuantificacion se usaron las ecs. 2.9 y
2.10. Se prepararon tres disoluciones 1:10, 1:50 y 1:100 de la solucién de
Numencial® (Diazepam 25 mg L™ y Sulpirida 500 mg L™) y se analizaron por
triplicado.

e Se utilizé la pendiente calculada de la curva de calibracion en el apartado

de linelidad. Se construyd otra curva de calibracibn con estas nuevas
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concentraciones y se determino la ecuacion de esta nueva recta (ver ec.

2.1) obteniendo un estimado de la respuesta del blanco Yy,.

e Se determiné la desviacion estandar correspondiente, se graficd
concentracion vs desviacion y con el ajuste a una linea recta se determiné
Sy como intercepto a la ordenada (obteniéndose el estimado,

correspondiente a la desviacion estandar del blanco).

Ypi1+3 Sp;

Limite de deteccién = (2.9)

Ypi+10 Sp;

Limite de cuantificaciéon = -

(2.10)

2.3.6 Robustez

La robustez consiste en realizar cambios de variables comunes al método
cromatografico con el fin de demostrar que es reproducible frente a estas
modificaciones. Los cambios que se realizaron al método fueron: cambio de

equipo (tolerancia), temperatura y concentracién de fase mavil.

2.3.7 Porcentaje de recuperacion

Finalmente se calculo la recuperaciéon porcentual (R) mediante la expresion:

R = ; * 100 (2.11)

Donde x es el valor medio y x el valor verdadero.
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2.4 Adsorcion
2.4.1 Caracterizacion del adsorbente

2.4.1.1 Punto de carga cero (pHpzc)

La determinacion del punto de carga cero pHy,. se realizd por titulacion
potenciométrica empleando un titulador Metrohm. Se prepard una disolucion de
NaCl 0.01 M. Se colocaron 30 mL de dicha solucion en vasos de precipitados. Se
ajusté el pH a diferentes valores, desde 2 hasta 12 con HCI 0.1M o NaOH 0.1M
(pH;). De las disoluciones con el pH ajustado se tomaron 30 mL y se colocaron en
matraces Erlenmeyer con 0.1 g de muestra. El sistema se mantuvo en agitacion
durante 24 h, se filtré y se midi6 el pH final (pH¢) de la disolucién resultante. El

PHpzc €s el punto donde la curva pHses intersecada por la recta pH; (pHi = pHy).

2.4.1.2 Isoterma de adsorcion de Ny

Se utilizé un equipo Autosorb-1 Quantachrom para la determinacién de la isoterma
de adsorcion de N, a 77 K del material adsorbente que fue desgasificado durante
55 horas a una temperatura de 300 °C. El tamafio de particula del adsorbente

carbonaceo fue de 0.05 mm.

2.4.2 Experimentos de adsorcién en medio &cido

Los experimentos de adsorcion se realizaron utilizando carbén activado
encapsulado secado previamente a 200 °C por 24 h en una estufa y empleando
una dosis del adsorbente de 6.7 g L™. La concentracién inicial fue de 250 mg L™
para Diazepam y 5000 mg L™ para Sulpirida. Se tomaron alicuotas durante un
tiempo de 0 a 20 minutos para la cinética y para la isoterma el intervalo de
concentracion fue de 25 a 250 mg L™. La preparacion de las disoluciones acuosas
de Numencial® fue la siguiente: se preparé una disolucién stock triturando 10
tabletas de Numencial® y agregandolas a una disolucién de 100 mL de HCI 0.03 N
con un valor de pH 1.6. Los experimentos de adsorcion se llevaron a cabo a una

temperatura de 37 °C.
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Las concentraciones de equilibrio se obtuvieron tanto por espectroscopia UV-Vis
obteniendo el espectro perteneciente a la disolucibn de Numencial (ver figura
2.1A) y evaluando la curva de calibracién con ecuaciéon de regresion A= 2.7C +
28.8 (Fig. 2.1B), como por cromatografia calculando el area bajo la curva de cada
uno de los picos cromatograficos de la disoluciéon antes mencionada en HPLC y
evaluando en la curva de calibracién correspondiente (Fig. 2.2A). Las condiciones

de separacion se dan en la seccion 2.2.1.

800
1.04 (A (B)
< —
20.84 g 600 -
g e
0.6 Q
_%S / 229 nm _‘E 400-
£0.4- o)
%]
< o
0.2 < 200-
=  Numencial-Método UV
0.0+ 0 —— Ajuste lineal
200 400 600 800 0 50 100 150 200 250
Longitud de onda (nm) Concentracion (mg L™)

Figura 2.1 Curva de calibracién de Numencial por espectrofotometria UV-Vis (B) y
su respectivo espectro UV (A).

2.4.3 Experimentos de adsorcidén en medio acido en presencia de etanol

Se utiliz6 carbén activado encapsulado secado previamente a 200 °C por 24 h en
una estufa. Se empleé una relacién masa-volumen de 2 g L™. La concentracion
inicial de Diazepam y Sulpirida fue de 250 mg L™. Se monitoreé la concentracion
en el lapso de 0 a 20 minutos para la cinética y para la isoterma se estudi6 en el
intervalo de concentracién de 25-250 mg L™ para ambas sustancias. Las muestras
fueron termostatizadas a 37 'C y con un tiempo de equilibrio de 20 minutos. La
preparacion de las disoluciones acuosas fue la siguiente: se preparé una
disolucién stock triturando 10 tabletas de Numencial tomado el equivalente a 62.5
mg de Diazepam y Sulpirida agregandolas a una disolucion de 250 mL de HCI

0.03 N con un valor de pH 1.6 en presencia de etanol al 50%.
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Se construy6 una curva de calibracion en el mismo intervalo de concentracion (ver

Fig. 2.2B).
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Figura 2.2 Curvas de calibracion obtenidas por HPLC de Diazepam y Sulpirida en
medio acido pH 1.6 (A) y adicionalmente en presencia de etanol (B, C).
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Para separar la disolucién en equilibrio se emplearon filtros Minisart®-RC/SRP
0.45 uym. Las condiciones cromatograficas para la cuantificacion se dan en la

secciéon 2.2.2.

La cantidad adsorbida se calculé mediante:

a = M (2.12)
m

donde a es la cantidad adsorbida (mg g), V es el volumen (L) en contacto con el
adsorbente y m es la masa del adsorbente (g). Co y Ct son las concentraciones
inicial y final de las disoluciones, respectivamente.

Las ecuaciones de regresion para cada curva de calibracion utilizadas en los

calculos de concentracién en equilibrio y su respectivo coeficiente de correlacion

se muestran en la tabla 2.1

Tabla 2.1 Ecuacion de regresion y coeficiente de correlacion para curvas de
calibracion obtenidas por HPLC.

Condiciones Principio activo Ecuacién R?

Numencial en medio Diazepam A= 0.003C - 0.007 0.9822
acido Sulpirida A=0.0002C - 0.014 0.9686
Numencial en medio Diazepam A=69.6C +24.7 0.9995
acido-etanol Sulpirida A=22.7C +55.2 0.9994
Valium y Ekilid en Diazepam A=78.4C +5.9 0.9991
medio &cido-etanol Sulpirida A=7.6C+ 1238 0.9998
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CAPITULO Il
3 RESULTADOS
3.1 Extraccion de principios activos
El principal objetivo de la extraccion es eliminar los excipientes que acompafian a
los principios activos en un medicamento, gracias a sus diferencias de solubilidad
en el disolvente elegido y en el método de agitacion utilizado. Este procedimiento
se realiza con el fin de no acarrear sustancias extrafias al principio activo o la
muestra sujeta a analisis y asi obtener un mayor porcentaje de recuperacion de la
sustancia analito.
En la figura 3.1C se muestran los cromatogramas obtenidos después de la
extraccion con barra magnética y en digestor ultrasénico del preparado
farmacéutico Numencial. Asi mismo se presentan los cromatogramas individuales
de Diazepam (Valium) (Fig. 3.1A) y Sulpirida (Ekilid) (Fig. 3.1B) con tiempo de

retencién de 1.7 min y 0.76 min, respectivamente.
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Figura 3.1 Cromatogramas de (A) Diazepam, (B) Sulpirida y (C) Numencial
después de la extraccion de los principios activos por agitacion con barra por
ultrasonido. Las condiciones cromatograficas en régimen isocratico se presentan
en la seccién 2.2.2.
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Para comprobar la idoneidad del sistema cromatografico se estimo el numero de
platos tedricos, el factor de asimetria, el factor de capacidad, la selectividad y la
resolucion entre ambos picos. En la tabla 3.1 se muestran los valores de los
parametros antes mencionados. Estos valores muestran que el método utilizado
presenta satisfactoria resolucion y suficiente selectividad. El valor de N comparado
con el de la ficha técnica de la columna (73300) es menor cuando se evaluo por el
pico de Diazepam.

Tabla 3.1 Pardmetros del analisis cromatografico en régimen isocratico en la
Figura 3.1C.

Parametro Diazepam Sulpirida

Factor de capacidad k 2.8 0.7

Factor de asimetria FA 0.92 0.14

Numero de platos tedricos N (m™) 60100
Selectividad a 4.3
Resolucion R 2.4

El cromatograma de una disolucion acuosa de Numencial en medio &cido a pH 1.6
y las respectivas formulas de Diazepam y Sulpirida se presenta en la figura 3.2A 'y
con la adicién de 50% de etanol, en 3.2B. En estas figuras se observa diferencia
significativa en el tiempo de retencidén para Diazepam y similar para Sulpirida, asi
como también se observa que los picos obtenidos en la figura 3.2A son esbeltos,
mientras que en la siguiente, el pico de Diazepam se ensanché. Esto puede
atribuirse al método cromatogréafico utilizado ya que en el primero se usé un

método de gradiente y en el segundo fue isocratico.
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Figura 3.2 Cromatogramas DAD-HPLC de (A) una disolucibn acuosa de
Numencial en medio &cido pH 1.6 y (B) una disolucién acuosa de Numencial en
medio acido en presencia de etanol. Condiciones cromatograficas para (A) en
régimen gradiente en seccion 2.2.1 y para (B) en régimen isocratico en seccion
2.2.2.

Los porcentajes de recuperacion de Diazepam y Sulpirida mediante los procesos
de extraccion que se realizaron al preparado farmacéutico Numencial se muestran
en la tabla 3.2, los cuales reflejan un porcentaje de extraccion por agitacion con
barra mayor que por digestor ultrasonico con una diferencia mayor al 30 % para

Diazepam e igual para Sulpirida.

Tabla 3.2 Extraccion de principios activos a partir de Numencial.

Método de Diazepam, Sulpirida, % Recuperado
agitacion (mg L™ (mg L™ Diazepam Sulpirida
Barra magnética 24.2 490.4 97 98
Digestor ultrasénico  14.4 489.3 58 98

3.2 Validacion

Todo método analitico debera validarse, es decir, se debe confirmar y documentar

gue los resultados obtenidos son confiables.

Para validar el método desarrollado para el andlisis de Diazepam y Sulpirida

contenidos en los preparados farmacéuticos Valium y EKilid, respectivamente; se

emplearon los siguientes parametros: linealidad, precision, exactitud, sensibilidad
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y robustez. La validacion se refiere a los extractos obtenidos mediante agitacion

con barra y para la separacion de Diazepam y Sulpirida en régimen isocrético.

3.2.1 Linealidad

Como se muestra en la tabla 3.3, la prueba t para un nivel de confianza del 95% y
n-2 grados de libertad indican que estadisticamente hay proporcionalidad entre la
concentracion y la respuesta analitica dado a que Si texy, €S Mmayor que tiapa S€
rechaza la hipotesis nula la cual dice que “no existe correlacion entre X e Y “y por
lo tanto si existe correlacion lineal significativa para el intervalo comprendido entre
10-50 mg L™ para Diazepam y 50-1000 mg L™ para Sulpirida. También muestra
que los coeficientes de correlacion y coeficientes de determinacién (r) y (r?) son =
0.99.

Todo lo anterior indica que el modelo lineal propuesto permite afirmar que el
método es lineal en el intervalo de concentracion evaluado para ambas sustancias

y que los errores sistematicos no afectan la linealidad.

Tabla 3.3 Parametros estadisticos de linealidad.

Parametro Diazepam, Sulpirida,
intervalo 10-50 intervalo 50-1000
(mg L™ (mg L™

Pendiente b 78.4 7.6

Intercepto a 5.9 12.8

Coeficiente de determinaciéon r> 0.9976 0.9997

texp 182.5 163.3

ttabla 2.1 2.1

Test de Student de la pendiente 4.3 5.0

Intervalo de confianza 69.3 ; 87.6 2.8;18.1

3.2.2 Precision

Los resultados de la precisién del método se muestran en la tabla 3.4, en la cual
se presenta la desviacion estandar relativa (RSD) calculada a partir de la
desviacion estandar S utilizando las ecuaciones 2.5 y 2.6 para n-1 grados de

libertad con un intervalo de confianza del 95% (ver ec. 2.7).
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Tabla 3.4 Parametros para evaluar la precision del método cromatografico.

Parametro Diazepam Sulpirida
Numero de datos 6 6

Media X 24.5 470.1
Desviacion estandar S 0.40 0.65

% RSD 1.6 0.14
Intervalo de confianza de la media (mg) 23.7; 24.6 469.5 ;470.8

Se obtuvo una RSD < 2% para ambas sustancias, por lo tanto se cumple la
normativa fijada por la USP para este parametro, como se mencioné en la seccion
2.3.2.

3.2.3 Exactitud

El método analitico se considera exacto si se obtienen porcentajes de
recuperacion entre un 98 y 102%, y si el coeficiente de variacion total para la
recuperacion es < 2% La tabla 3.5 muestra el porcentaje de recuperacion y el valor
calculado de t con n-1 grados de libertad y un intervalo de confianza del 95%. En
las disoluciones para Diazepam y Sulpirida el porcentaje de recuperacion media
fue superior al 98.0% y para la prueba t de Student, se puede apreciar que el valor
calculado es menor que el tabulado; por tanto, se acepta la hipoétesis nula y se
afirma que no existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos y el
100%.

Tabla 3.5 Prueba t de Student y porcentaje de recuperacién de Diazepam y
Sulpirida.

Parametro Diazepam Sulpirida
% Recuperacion 99.7 98.2
S 1.87 1.62
RSD 1.88 1.63
texp 0.44 1.02
tiabla 2.04 2.04
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3.2.4 Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de
analito que puede producir un resultado significativo. Se estimaron los limites de
deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ) utilizando las ecs. 2.9 y 2.10 para los
compuestos Diazepam y Sulpirida. Los valores de LOD y LOQ respectivamente se

resumen en la tabla 3.6.

Tabla 3.6 Determinacion de la sensibilidad del método para Diazepam y Sulpirida.

Variable Diazepam Sulpirida
Ecuacién de regresion Y= 78.44x-7.86 Y=7.63x+8.19
Y 45.3 23.8

Shi 1.3 8.5

Limite de deteccién LOD 09mgL? 3.6mglL*
Limite de cuantificacion LOQ 1.7 mg L™ 48mgL*

Estos valores sirven para comprobar que el equipo posee una sensibilidad tal que
permite cuantificar los analitos con el método empleado en disoluciones de
concentracion de 1.7 mg L™ para Diazepam y 4.8 mg L™ para Sulpirida. Asi mismo
permite detectarlos en disoluciones a una concentracién de 0.9 mgL?y 3.6 mgL™

para Diazepam y Sulpirida, respectivamente.

3.2.5 Robustez

La robustez de la metodologia se estableci6 realizando pequefas variaciones en
los siguientes paradmetros: temperatura, concentracion de fase mévil y cambio de
equipo. Un método es robusto si ante la presencia de estas modificaciones en las
condiciones analiticas, éste no se ve afectado y es capaz de proporcionar
resultados confiables, precisos y sin diferencia significativa en los resultados del
analisis. En la Tabla 3.7 se reportan los parametros cromatograficos obtenidos con

las variaciones mencionadas.
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Tabla 3.7 Comparacion de parametros cromatograficos de ansioliticos.

Parametro Régimen gradiente, Régimen isocratico,
40 °C, Equipo Beckman 20 °C, Equipo Agilent
Diazepam Sulpirida Diazepam Sulpirida
Factor de asimetria FA 1.4 0.8 0.9 0.1
Factor de capacidad k 10 0.6 2.8 0.7
Selectividad a 15 4.3
Resolucion R 12 2.4

En los datos obtenidos se observa que basicamente el régimen y la temperatura
afectan el factor de asimetria, el factor de capacidad, la selectividad y la
resolucién. Debido a que el principal objetivo es la cuantificacion de las sustancias,
los cambios efectuados al método no deberian presentar variaciones significativas
en los porcentajes de recuperacion para ambas sustancias. En la tabla 3.8 se
muestran los porcentajes de recuperacién cuantificados por dos equipos diferentes
con concentraciones iniciales de 25 mg L™ para Diazepam y 500 mg L™ para

Sulpirida.

Tabla 3.8 Porcentajes de recuperacion de los ansioliticos en distinto equipo HPLC
por el método de agitacion con barra.

Equipo utilizado Diazepam, Sulpirida, % Recuperado

(mg L™ (mg L™ Diazepam Sulpirida
Beckman (gradiente) 24.2 490.4 97 98
Agilent (isocrético) 22.9 475.8 91 95

Los resultados de la cuantificacibn de ambas sustancias en 2 equipos, a dos
temperaturas y regimenes diferentes muestran que la metodologia de extraccion
propuesta es robusta. Ademas, es selectiva, lineal, precisa y exacta. Por lo tanto,
es confiable para la cuantificacion de los principios activos de Diazepam vy

Sulpirida en estudios de degradacion, cinética y adsorcion de los farmacos.
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3.3 Adsorcion

3.3.1 Caracterizacion textural del carbén encapsulado

La caracterizacion textural de un adsorbente considera la determinacion de la
superficie especifica la cual representa el area que el material posee por cada
gramo del solido y la porosidad, es decir, la existencia de poros o cavidades en el
solido.

La Figura 3.3 muestra la isoterma de adsorcion-desorcion de nitrogeno a 77 Ky la
distribucion de tamafo de poro del carbén encapsulado comercial. En la tabla 3.9
se presentan los parametros obtenidos de superficie especifica, el diametro medio
de poro, punto de carga cero y el tamafio de particula del carb6n encapsulado
comercial usado en esta tesis. Los resultados mostraron que el carbén es un

solido neutro (pHpzc 7.5) y no nanoparticulado (d, 53 um).
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Figura 3.3 (A) Isoterma de adsorcion-desorcion de N, a 77 K del carbén
encapsulado comercial, (B) Distribucion de tamafio de poro evaluado empleando
el método BJH.

La isoterma mostrada en la Figura 3.3A presenta un tipo Il (clasificacion Brunauer,
Deming, Deming y Teller, BDDT) el cual es caracteristico de procesos de
adsorcion en sélidos no porosos o microporosos, con formacion de multicapa
descrita por la ecuacién de Brunauer-Emmett-Teller (BET), con ascenso del

volumen adsorbido en la region media de la isoterma [21].
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Debido al tamafio de poro promedio (Tabla 3.9), se considera que el sdélido esta
constituido por mesoporos y la distribucién de tamafio de poro es bimodal (Fig.
3.3B). Se observa que la muestra presenta un lazo de histéresis tipo H4
(clasificacion IUPAC), el cual se asocia a poros estrechos en forma de rendija y se
caracteriza por tener ademas de mesoporos, microporos tipicos de los carbones
activados [22]. La curva de distribuciéon en la figura 3.3B calculada por el método
Barrett, Joyner, Halenda (BJH) evidencia una distribucién bimodal centrada en 0.8

nm (microporos) y en 3.4 nm (Mesoporos).

Tabla 3.9 Caracterizacion textural del adsorbente.

Material Segr, Diametro promedio Tamarfio de
(m°g™) de poro dp , (nm) pHpzc  particula, (mm)

Carbon activado
encapsulado 672 4 7.5 0.053

3.3.2 Curvas cinéticas de adsorcion en medio acido

En la curva cinética de adsorcion se espera tener el tiempo en el cual la
distribucion del soluto alcanza el equilibrio en la fase volumétrica y adsorbida.
Dicho con otras palabras, en términos de farmacocinética, con qué rapidez se
alcanza la maxima eficacia (maxima adsorcion). La Figura 3.4 muestra las
respectivas curvas cinéticas de adsorcién de Diazepam y Sulpirida en medio acido
a pH 1.6. Se observa que el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio es de 20
minutos. Cada gramo de carbén habra capturado entonces sélo 7 mg g de
Diazepam y 130 mg g de Sulpirida; por lo tanto, para contrarrestar los efectos
toxicolégicos que estas sustancias causan en dosis elevadas es nhecesario
administrar dosis consecutivas de carbon activado, con la finalidad de disminuir la
absorcion de los farmacos en el intestino.

Los datos experimentales de curvas cinéticas de adsorcién se ajustaron mejor al
modelo de Lagergren (pseudo-primer orden), dado a que la cantidad adsorbida en
el equilibrio calculada tedricamente con este modelo corresponde a la obtenida

experimentalmente.
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En la tabla 3.10 se muestran las respectivas constantes de velocidad en las cuales
se observa que Sulpirida (k;= 1.0 min™) alcanza mas rapidamente el equilibrio de
adsorcién que Diazepam (k; = 6.9 min™).
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Figura 3.4 Curvas cinéticas de adsorcion sobre carbon activado encapsulado, de

Diazepam, Sulpirida y Numencial en medio acido a 37 °C empleando una relacion
m/Vde 6.7 g L™

Tabla 3.10 Constantes de velocidad de adsorcién de pseudo-primer orden de los
principios activos.

Sustancia Constante de pseudo-primer orden aplicando la ecuacion
de Lagergren, (min™)
Medio acido Medio acido- etanol

Diazepam ki =6.9 ki =6.7

Sulpirida k; =1.0 k; =1.4

3.3.3 Curvas cinéticas de adsorcién en medio &cido en presencia de etanol

Dentro de la fatalidad de una intoxicacion aguda medicamentosa esta la
combinacion de farmacos ansioliticos con la ingesta de alcohol, dado a que el
alcohol es un agente que potencia los efectos producidos por dichas drogas. En la
figura 3.5 se presentan las curvas cinéticas de adsorcion en medio acido en

presencia de etanol de Diazepam y Sulpirida sobre el adsorbente carbonaceo
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encapsulado a una temperatura de 37 ‘C empleando una concentracién inicial de
250 mg L™
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Figura 3.5 Curvas cinéticas de adsorcion sobre carbén activado encapsulado de
Diazepam y Sulpirida en medio acido en presencia de etanol. T 37 °C, relacién
m/V 2 g L™, Concentracion inicial: 250 mg L™ de cada compuesto. Simbolos: datos
experimentales. Linea ajuste a la ecuacion de Lagergren.

Se observa un incremento de la cantidad adsorbida por el adsorbente con el
transcurso del tiempo. Asi mismo, en comparacion con el gréfico de la figura 3.4
no existe diferencia significativa en el tiempo en el cual los farmacos alcanzan el
equilibrio de adsorcion con el adsorbente carbonaceo. Los datos experimentales
de las curvas cinéticas de adsorcién para ambos compuestos se ajustaron
también empleando el modelo no lineal de Lagergren (pseudo-primer orden). En la
tabla 3.10 se presentan las constantes de velocidad para ambos compuestos
mostrando una vez mas que Sulpirida (k= 1.4 min™) se adsorbe més rapidamente
que Diazepam (k;= 6.7 min™). La notable diferencia en presencia de etanol es la
magnitud de Diazepam adsorbido en equilibrio; aproximadamente 115 mg g7,
cuando en ausencia fue 7 mg g*. Este resultado es relevante porque si bien el
alcohol potencia el efecto de las drogas, también el alcohol permite un eficaz

desemperio detoxificante del carbon. El efecto sobre Sulpirida es contrario, ya que
37



sin y con presencia de alcohol las cantidades adsorbidas son de 130 mg gy 70
mg g respectivamente, observandose una disminucion en el efecto detoxificante

del adsorbente para este principio activo.

3.3.4 Isotermas de adsorcion en medio acido

La adsorcion es un proceso fisicoquimico mediante el cual las moléculas de una
sustancia son retenidas en la superficie de un material sélido con propiedades
especificas. El estudio de adsorcion de Diazepam y Sulpirida sobre el adsorbente
carbonaceo comercial en medio acido a 37 °C después de un tiempo de equilibrio
de 20 minutos se representa en la figura 3.6. Los datos experimentales fueron
ajustados a la ecuacién de Henry, la cual hace referencia a que la cantidad
adsorbida sera proporcional a la concentracibn que se tenga del soluto en
disolucién. Las constantes obtenidas para ambos ansioliticos se muestran en la

tabla 3.11.
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Figura 3.6 Isotermas de adsorcion de Numencial, Sulpirida y Diazepam en medio
acido a una temperatura de 37 ‘C empleando una relacién m/V de 6.67 g L™

Se observa que el carb6n no llega a saturarse. Esto puede atribuirse a que la
concentracion fijada como maxima (5000 mg L-1) es insuficiente para saturar al

adsorbente.
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Tabla 3.11 Constantes de adsorcién en medio acido sin y en presencia de etanol
de Diazepam y Sulpirida.

Sustancia Constante de Henry, (L g™) Constante de Freundlich,
Medio acido  Medio &cido-EtOH (L g™)" medio &cido-EtOH

Diazepam ky =0.03 ky = 0.06 ke =0.42

Sulpirida ky =0.03 ky =0.03 ke = 0.69

Para la construccion de las curvas cinéticas (fig. 3.5) e isotermas de adsorcion (fig.
3.6) la cuantificacién de Diazepam y Sulpirida fue realizada por dos metodologias:
por cromatografia HPLC y por espectrofotometria UV-VIS. Ambos métodos
analiticos permiten conocer la concentracion de una sustancia mediante la
absorbancia a una longitud de onda determinada, sin embargo existe una
diferencia significativa entre ambos métodos. El uso de cromatografia HPLC-DAD
permite monitorear la sustancia a diferentes longitudes de onda, dando como
resultado el espectro de cada una de las muestras de interés, facilitando el analisis
cuantitativo de los compuestos en forma individual. La espectrofotometria UV-VIS
proporciona Unicamente un solo dato de absorbancia de la banda seleccionada,
sin importar los componentes que estén presentes. Es importante conocer lo que
se desea analizar para poder elegir el detector adecuado que permita obtener un

mejor resultado.

3.3.5 Isotermas de adsorcién en medio acido en presencia de etanol

Los datos experimentales de la isoterma de adsorcién del carbon activado
encapsulado en contacto con los farmacos se graficaron en la figura 3.7 la cual
muestra las isotermas de adsorcion de Diazepam y Sulpirida en presencia de
etanol y HCI a una temperatura de 37 °C después de un tiempo de equilibrio de 20
minutos. Los datos experimentales fueron correlacionados al ajuste tedrico de
Henry y al modelo de Freundlich, siendo este modelo el que mejor describié el
comportamiento de adsorcion de las sustancias. Esta ecuacion se aplica para
relacionar la concentracion de un soluto en la superficie de un adsorbente, en la
gue se asume que la superficie del adsorbente es energéticamente heterogénea,

conformada por grupos de sitios de adsorcion de energias caracteristicas.
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Las constantes de Henry obtenidas para ambos ansioliticos se muestran en la
tabla 3.11 en donde se observa un incremento de las constantes de adsorcion
para ambos ansioliticos en presencia de etanol. En ausencia de etanol la ky es

igual para ambos compuestos; en cambio en presencia de alcohol la constante ky

(Diazepam) es mayor que la ky (Sulpirida).
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Figura 3.7 Isotermas de adsorcion sobre carbén activado de Diazepam y Sulpirida
(A) en medio acido en presencia de etanol, tiempo de equilibrio 20 min, con
relacion m/V de 2 g L* a una temperatura de 37 °C. Simbolos: datos
experimentales (B). Linea ajuste a la ecuacion de Freundlich.

Se observa una diferencia clara entre las isotermas de adsorcion obtenidas en las
figuras 3.6 y 3.7, ya que en medio &cido el adsorbente no se satura y se obtienen
isotermas en la region de Henry, mientras que en presencia de etanol se observa
una adsorcién mayor no proporcional a la concentracion, por lo tanto se comienza
a observar la formacion de la meseta; es decir, los sitios activos del adsorbente
empiezan a llenarse por los adsorbatos, tanto del ansiolitico como del etanol.

El etanol favorece la interaccion de las moléculas de las sustancias poco solubles
y conjuntamente con el medio acido se favorece la adsorcién de los compuestos
ya que el carbdn es anfotero y a un pH acido se carga positivamente lo que hace

gue interaccione rapidamente con las moléculas del farmaco.
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Dadas las cantidades adsorbidas y las constantes de Henry y Freundlich se puede
decir que el principio activo Diazepam presenta una adsorcion mas favorable en
comparaciéon con el ansiolitico Sulpirida. Esta situacién se presenta debido a las
propiedades fisicoquimicas de ambos compuestos como se discutira en la

siguiente seccion.

3.4 Correlaciones estructura-retencion cromatografica-adsorcion

El comportamiento tanto cromatografico como de adsorcion estudiado en esta
tesis depende de las caracteristicas fisicoquimicas de las sustancias investigadas
como son: peso molecular, coeficiente de particion, constante de disociacion,
polarizabilidad, formacion de puentes de hidrégeno, area superficial hidrofobica y
la polaridad de las moléculas. En esta seccidbn se daran a conocer dichas
propiedades asi como la correlacion que existe entre ellas en cuanto a la retencion

cromatografica y a la adsorcion sobre carbon activado encapsulado.

3.4.1 Descriptores del Diazepam y la Sulpirida

Diazepam y Sulpirida son moléculas polares compuestas principalmente por
grupos amino, éter, sulfonilo, carbonilo y un halogenuro. En las tablas 3.12 y 3.13
se muestran las estructuras quimicas de ambos ansioliticos, su nombre
establecido por la IUPAC y algunas de las propiedades fisicoquimicas de cada

uno.
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retencion

Tabla 3.12 Propiedades fisicoquimicas involucradas en la
cromatografica y en la adsorcién de los psicofarmacos.
Propiedades Diazepam Sulpirida
’Peso molecular, g mol™ 284.74 341.43
'Area molar, cm? mol™ 17.2 x 10° 23.4 x 10°
’Area molecular, nm? 1.75 3.72
Solubilidad en agua, mg L™ (25 °C) 50 2280
“Punto de fusién, °C 126 178
Ylog P 4.18 0.44
oK, 3.4 9.1
'Polarizabilidad, A 29.4 36.2
*Polaridad, MPa"® 6.3 8.4
“Enlaces de hidrégeno, MPa®° 8.0 12.8
Superficie hidrofébica, % 74 53
? Energia de Interaccion dipolo, kJ mol*  -13.8 -68.6

1: experimental, 2: calculada por software

Tabla 3.13 Estructuras espaciales de Diazepam y Sulpirida en conformacion de

minima energia.

DIAZEPAM: Cy6H13N,CIO

SULPIRIDA: C15H23N304S

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

5-aminosulfonil-N-1-etilpirrolidin-2-

metil-2-metoxibenzamida
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3.4.2 Correlaciones polaridad-orden de elucién

En la retencién cromatogréafica un factor importante a considerar es la polaridad de
una molécula, teniendo en cuenta tanto la interaccion con la fase estacionaria,
como con la fase movil ya que ésta ultima debe ser capaz de permitir la retencion
de las moléculas para después eluirlas. En los cromatogramas presentados en la
seccion 3.1 se observa que el primer compuesto en eluir es Sulpirida y
posteriormente Diazepam. Esto se puede explicar con la polaridad de la molécula,
ya que la fase estacionaria utilizada en el analisis fue “fase reversa”.

En la tabla 3.12 se observa que la polaridad de Sulpirida (8.4 MPa®®) es mayor en
comparacion con la de la molécula de Diazepam (6.3 MPa%®); situacién atribuida
principalmente a la presencia de grupos electronegativos fuertes como el sulfonilo,
el carbonilo y los amino presentes en la molécula de Sulpirida. La caracteristica de
polaridad es congruente con los valores de log P calculados: 0.44 para Sulpirida y
4.18 para Diazepam, ya que log P es el coeficiente de reparto entre dos
disolventes inmiscibles e indica la relacion del caracter hidrofilico e hidrofébico de
una sustancia. Altos valores relativos de log P indican mayor contenido del
sustrato en el disolvente hidrofébico (frecuentemente 1-octanol). La formacién de
enlaces de hidrégeno también parece jugar un papel importante en la elucion, ya
que la fase movil utilizada favorece la interaccion con Sulpirida mediante la

formacion de puentes de hidrégeno.

3.4.3 Correlaciones tamafio molecular-tamafio de poro-adsorcion

Existen diversos factores que intervienen en la adsorcién de una sustancia. Entre
las principales se encuentran las interacciones moleculares adsorbato-adsorbente,
el tamafio molecular de las sustancias a adsorber y el tamafio de poro del
adsorbente, en este caso el carbon activado encapsulado. El diametro promedio
de poro del carb6n activado empleado en esta tesis es de 4 nm correspondiente al
tamafio de mesoporos. Este tamafio permite difundir a los ansioliticos debido a

gue su tamafio molecular no supera los 4 nm, ya que suponiendo idealmente una
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geometria molecular cuadrada, el diametro seria aproximadamente 1.3 nmy 1.9
nm para Diazepam y Sulpirida, respectivamente.

La adsorcion puede estar relacionada tanto con el a&rea molecular como con la
polaridad de las moléculas. Para observar este efecto, las isotermas de adsorcion
de Diazepam y Sulpirida contenidos en mezcla en el medicamento Numencial se
evaluaron en forma individual. En la figura 3.8 se observa que Diazepam se
adsorbe en mayor grado que Sulpirida en ausencia y en presencia de etanol. Asi
mismo, las cantidades adsorbidas individualmente de cada sustancia se
favorecieron en presencia de etanol. La mayor polaridad de Sulpirida y su menor
superficie hidrofobica explica que la interaccion con un adsorbente carbonaceo
hidréfobo sea menor que la del Diazepam. Esto también puede atribuirse a la
elevada formacién de enlaces de hidrégeno que la molécula de Sulpirida presenta

y que favorece la interaccion con el medio acuoso.
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Figura 3.8 Isotermas de adsorciéon individuales de (A) Diazepam y (B) Sulpirida
contenidos en Numencial, relacién m/V 6.7 gLy 2 g L™ en medio &cido con y sin
presencia de etanol, respectivamente a 37 °C, tiempo de equilibrio 20 minutos
sobre carbén activado encapsulado.

De los resultados de adsorcion de los componentes del Numencial como
disolucion binaria se observa que el etanol favorecid significativamente la

adsorcion de Diazepam ya que sin y con etanol la cantidad adsorbida fue de 7 mg
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g’y 60 mg g*, respectivamente. Este fenémeno puede atribuirse a la mayor
polarizabilidad de la Sulpirida, la cual al desplazarse a la fase acuosa, libera sitios
activos superficiales que pueden interaccionar con las moléculas de Diazepam.
Ademas la superficie del carbon activado presenta una carga positiva ya que pH
1.0 < pHp.c7.5. Esto favorece las interacciones con los grupos electronegativos de
la molécula de Diazepam aumentando significativamente su retencion sobre la

superficie del carbén encapsulado.
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CONCLUSIONES

Andlisis cromatografico

Los resultados obtenidos muestran que el método cromatogréafico propuesto
es, lineal, selectivo, preciso y exacto.

La extraccion de Diazepam fue mas efectiva por agitacion con barra (98%)
que por digestor ultrasénico (60%). Para el farmaco Sulpirida los

porcentajes de recuperacion por ambos métodos fueron similares.

Estudios de adsorcion

En medio acido en presencia y ausencia de etanol, Sulpirida se adsorbe
mas radpidamente que Diazepam.

En medio &cido y una concentracién de 250 mg L™, el tiempo requerido
para actuar fue de 20 minutos. Cada gramo de carbon habra capturado
entonces sélo 7 mg g™ de Diazepam y 130 mg g™ de Sulpirida.

En presencia de etanol la cantidad adsorbida de Diazepam aumento
significativamente a 115 mg g™. Por lo tanto se observa que el alcohol
permite un mayor desempefio detoxificante del carbon.

En medio &cido, la adsorcién transcurre sin saturacion del carbon, mientras
que en presencia de etanol el adsorbente llega a la saturacion.

La dosis utilizada para contrarrestar una intoxicacion por Diazepam (1 g/kg),
se reduce a 0.7 g/kg y en presencia de etanol a 0.05 g/kg de carbon
activado.

El tiempo en el que se alcanza el equilibrio de adsorcién es muy corto, por
lo cual el uso de carbon activado puede ser administrado en dosis
consecutivas menores a las utilizadas actualmente y no necesariamente en
solucion.

Al utilizar dosis bajas de carbon activado en intoxicaciones por Diazepam

se reduce el riego de complicaciones como la broncoaspiracion.
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