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RESUMEN

Se planted como objetivo validar una técnica analitica por cromatografia de
capa fina para identificar metabolitos de alprazolam, diazepam,
clonazepam en muestras de orina en pacientes adultos del Hospital Dos de
Mayo en el afo 2017. Metodologia: la investigacion fue de tipo
observacional, descriptiva, cualitativo, al analizarse la causa y efecto que
generaran las variables propuestas en el presente estudio. Disefio
experimental, de tipo “cuasi experimental’. Donde se tendra un grupo
control y uno experimental. El nimero de muestras analizadas fue 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 mediante el empleo de los reactivos
reveladores lodoplatinato, Dragendorff mas acido clorhidrico. Resultados:
Los diferentes ensayos permitieron identificar a las benzodiacepinas
mediante el empleo de fases moviles y reactivos reveladores.
Conclusiones: Se logré validar una técnica analitica para identificar
benzodiacepinas por el método de cromatografia en capa fina, la cual
mostré una selectividad marcada evaluada por los expertos toxicologos que
permitieron contrastar nuestra hipotesis sobre validacion de una técnica

selectiva para identificacion de benzodiacepinas.

Palabras claves: Cromatografia en Capa Fina, benzodiacepinas,

alprazolam, diazepam, clonazepam.



ABSTRACT

The objective was to validate an analytical technique by thin layer
chromatography to identify metabolites of alprazolam, diazepam, clonazepam in
samples of urine in adult patients of the Hospital Dos de Mayo in 2017.
Methodology: the investigation was observational, descriptive type , qualitative,
by analyzing the cause and effect generated by the variables proposed in this
study. Experimental design, of "quasi-experimental” type. Where you will have a
control group and an experimental group. The number of samples analyzed was
60 urine samples from adult volunteers with benzodiazepine medication at the
Dos de Mayo Hospital. Metabolites of alprazolam, diazepam and clonazepam
were identified in urine samples in adult patients of the Dos de Mayo Hospital
through the use of the revealing reagents lodoplatinate, Dragendorff plus
hydrochloric acid. Results: The different assays allowed the identification of
benzodiazepines through the use of mobile phases and revealing reagents.
Conclusions: It was possible to validate an analytical technique to identify
benzodiazepines by the thin layer chromatography method, which showed a
marked selectivity evaluated by the expert toxicologists that allowed to contrast
our hypothesis on validation of a selective technique for the identification of

benzodiazepines.

Key words: Thin Layer Chromatography, benzodiacepines, alprazolam,

diazepam, clonazepam.



INTRODUCCION

La cromatografia en capa fina (CCF) identifica sustancias quimicas y
metabolitos en diferentes fluidos bioldégicos y compuestos mediante la
utilizacion de reactivos reveladores, el cual es mayor importancia ya que
permite identificar la presencia de dichas sustancias y servir como apoyo en
el campo clinico y forense principalmente que constituye parte de nuestro
trabajo. Es importante la identificacion de las benzodiacepinas en el campo
forense porque esta sustancia esta vinculada a hechos o delitos como hurto,

secuestros, delitos contra la libertad sexual, entre otros.

Las benzodiacepinas tienen propiedades ansioliticas, tranquilizantes,
anticonvulsivantes y miorrelajantes, y pueden presentar en un individuo
somnolencia, letargia, estupor y coma dependiendo de la dosis y via de
administracion empleada, pero que cuando es empleada de forma
concomitante con otros depresores sobre todo con el alcohol etilico, puede
llegar a un efecto de dopaje que llega incluso a la muerte de acuerdo a las

concentraciones de ambas sustancias ingeridas.

En la Optica forense el uso de estas sustancias hace que la persona que se
encuentre bajo los efectos de esta sustancia disminuya su conciencia, altere
su percepcion de la realidad, afecte su voluntad y facilite la accion de los
agresores en su intento delictivo (hurto, delito contra la integridad sexual),
los cuales seran identificados mediante diversas técnicas analiticas, una de
ellas la cromatografia en capa fina, pero que es necesario la validacion de
parte de los expertos toxicologos para verificar su identificacién, selectividad
y posterior validacion, ello aportara a la justicia métodos validados, y seran
las autoridades con los apoyos analiticos establecer un hecho de
culpabilidad o inocencia de un individuo.



El desarrollo de técnicas analiticas de sensibilidad y selectividad para
identificar benzodiacepinas 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. La
identificacion de benzodiacepinas ha sido posible con las diferentes técnicas
recogidas de revistas, manuales, guias, papers, busqueda en las redes, tesis
desarrolladas en pre y pos grado, los cuales fueron validados por los
expertos. Es posible su identificacion que servird en el campo forense para
su identificacion en fluidos biolégicos, sustancias propias y otros donde se

pueda realizar el analisis referido al examen quimico toxicologico.



CAPITULO |: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problemaética

“Las benzodiacepinas son las drogas psicotropicas mas ampliamente
utilizadas en todo el mundo debido a su gran eficacia, rapido inicio del
efecto terapéutico y perfil de efectos secundarios generalmente favorable,
son particularmente dtiles en los pacientes que precisan un alivio

sintomatico inmediato.” (1).

Como consecuencia de su uso en diversas patologias relacionadas a la
ansiedad, suele ocurrir un abuso de parte de los pacientes no solo en la
duracién del tratamiento sino también en la dosis utilizada, la misma que

ademas de producir tolerancia conlleva a una dependencia. (2, 3)

Es de suma importancia entonces el uso de diferentes procedimientos que
permitan identificar los metabolitos pertenecientes a este grupo de
farmacos, de manera que se pueda tener un mayor control sobre los
pacientes que los consumen, especialmente si tomamos en cuenta que
existe un aumento en el riesgo de accidentes de las personas que lo

consumen. (2, 4)

Las benzodiacepinas son farmacos depresores del sistema nervioso central
con actividad ansiolitica, tranquilizante, miorrelajantes, anticonvulsivante y
dependiendo de la dosis puede actuar como hipnatico, lo que hace que la
DIGEMID lo haya incluido en la lista de los psicotropicos por lo que sélo
debe ser atendido bajo receta médica, ya que su uso inadecuado puede

generar dependencia, o estar comprometido en hechos delictivos.



En el Perl la determinacion de analisis quimico toxicologicos (identificacion
de benzodiacepinas) pueden ser realizados por laboratorios de referencia,
sin embargo, para los aspecto médico-legales y requeridos por la justicia
(poder judicial) solo tienen valor legal aquellos analisis realizados por los
laboratorios forenses toxicoldgicos: Policia Nacional del Pera (PNP) y
Ministerio Publico (MP), quienes emiten dictamenes periciales a partir de un
screening toxicolégico como grupos farmacolégico, no especificando el tipo
de benzodiacepina y sus metabolitos, lo cual seria de mucha utilidad, ya
que de esa forma se pueden aproximar los tiempos de vida media,
determinar por procesos farmacocinéticas el tiempo de administracion del
farmaco y el tiempo de permanencia en el organismo, sobre todo cuando
estan ligados al efecto pepazo para producir un hurto o cometer un delito
contra la libertad sexual.

Por otro lado, si bien es cierto existen laboratorios que pueden determinar
de manera especifica los tipos de metabolitos, deben cumplir una serie de
normativas como certificacion, acreditacion, para acreditar resultados y
tener una mayor confiabilidad, se debe mencionar que, para aspectos
meédicos legales, solo los resultados de la PNP y MP son validos al

momento de una audiencia judicial.

Pueden emplearse otras técnicas que muestren ademas reproducibilidad,
repetibilidad, confiabilidad, que garantice el resultado, considerandose a la
cromatografia de capa fina como tal, la cual representa un menor costo

frente a otras técnicas.

1.2 Formulacion del problema

La identificacibn de benzodiacepinas se realiza por diferentes técnicas,
siendo la cromatografia en capa fina un método analitico valido, que puede

ser identificada en fluidos biolégicos y que se pretende validar mediante



juicio de expertos, por lo que la formulacién del problema conlleva a

demostrar la validaciéon de la técnica selectiva.

1.3 Problema general

¢, Se puede 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 20177

1.4 Problemas especificos

¢De qué forma la validacion de la técnica analitica por cromatografia en
capa fina permite identificar metabolitos de alprazolam en muestras de orina

en pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 20177

¢De qué forma la validacion de la técnica analitica por cromatografia en
capa fina permite identificar metabolitos de diazepam en muestras de orina

en pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 20177

¢De qué forma la validacion de la técnica analitica por cromatografia en
capa fina permite identificar metabolitos de clonazepam en muestras de

orina en pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 20177

1.5 Objetivos de la investigacion

1.5.1 Objetivo general

Validar una técnica analitica por cromatografia de capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam, diazepam, clonazepam en
muestras de orina en pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo

en el afo 2017.



1.5.2 Objetivos especificos

Validar la técnica analitica por cromatografia de capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam en muestras de orina en

pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 2017.

Validar la técnica analitica por cromatografia de capa fina para
identificar metabolitos de diazepam, en muestras de orina en

pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 2017.

Validar la técnica analitica por cromatografia de capa fina para
identificar metabolitos de clonazepam en muestras de orina en

pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo en el afio 2017.

1.6 Justificacion e importancia del estudio

En el Perl la deteccibn de benzodiacepinas se realiza mediante
diferentes técnicas y métodos analiticos, sin embargo no se tiene
conocimiento que una técnica determinada por cromatografia en capa fina
para identificacion de benzodiacepinas se encuentre validada; por lo que
nuestro trabajo de investigacion pretende validar una técnica que permita
obtener resultados confiables, fidedignos, para su posterior uso Yy
aplicacion en diversos laboratorios ya que es de bajo costo y sencillo en
comparacion de otros métodos y técnicas, donde es importante evaluar
los limites de deteccion y sensibilidad, repetibilidad, reproducibilidad y

robustez que tenga cada método.

Ello va a contribuir de manera directa en la identificacion de estas
sustancias sobre todo en casos de dopaje, hurto, delitos contra la libertad
sexual, entre otros, que estén relacionados directa o indirectamente con
delitos y se pueda contribuir de manera eficiente a las autoridades de

justicia, donde la sentencia sea clara, objetiva e imparcial.



Desarrollar este trabajo de investigacion facilitard a los toxic6logos un
panorama mayor sobre métodos, ensayos preliminares y de confirmacion a
fin de perfeccionar los resultados analiticos y que estos sean seguros,

confiables, objetivos, con un alto indice de calidad.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Antecedentes nacionales

Roméan Marquina, Trujillo (2015) realizé la tesis “Identificacion de
benzodiacepinas en situaciones delictivas investigadas por la
direccion territorial de policia (DIRTEPOL) La Libertad, enero 2012 —
diciembre 2013", cuyo objetivo fue la identificacion de
benzodiacepinas en muestras obtenidas en situaciones delictivas. Un
total de 161 muestras procedentes de los afios 2012 y 2013, fueron
sometidos a cromatografia en capa fina. Los resultados obtenidos
para benzodiacepinas positivo fueron 43,84% y 44, 32% para el 2012
y 2013 respectivamente. Ademas, en el afio 2012 se encontraron los
siguientes valores, 9,59% para Alprazolam; 15,07% para Diazepam;
12,33% para Bromazepam y 6,85% para Clonazepam. En el afio 2013
las cifras encontradas fueron, 3,41% para Alprazolam; 20,46% para
Diazepam; 13,64% para Bromazepam y 6,81% para Clonazepam.
Mientras que el mayor porcentaje del tipo de muestra en el periodo
2012-2013 fue el recipiente con 46.57% y 47.73 respectivamente. (5)

Retuerto M, Lima (2015), realizé un trabajo de tesis con el objetivo de
determinar la presencia de cocaina, marihuana, anfetaminas,
barbitricos y benzodiacepinas en muestras de orina de 1339
escolares cuyas edades fluctian entre los 14 y los 20 afios. El estudio
se llevé a cabo durante los meses de agosto-diciembre de 1999 en

escolares del 4to y 5to afio de Secundaria. Metodologia fue
8



observacional, retrospectiva, analitica. Resultados y conclusiones: de
las muestras analizadas el 28.16% resultaron positivos para cocaina,
el 22.93% positivos para marihuana y el 51.1% no corresponde a

ninguna sustancia. (6)

2.1.2 Antecedentes internacionales.

Valenzuela Morales, México (2013) en su tesis de grado, “Propuesta
de una metodologia para deteccion
de drogas de abuso en muestras de orina, en el laboratorio de
analisis clinicos del centro de investigacion en ciencias médicas” se
trazd como objetivo proponer una metodologia eficiente y confiable
para la deteccion de drogas de abuso en muestras de orina en el
laboratorio de Analisis Clinicos del Centro de Investigacion en
Ciencias Médicas. EI método que empled fue el de una correcta
realizacion de técnicas y procedimientos que involucran desde la
toma de muestras hasta la obtencion del resultado. Conclusiones: la
metodologia de inmunoquimioluminiscencia es eficiente y sencillo
para la identificacion de drogas de abuso en muestras de orina en el
laboratorio de analisis clinicos del Centro de Investigacion en

Ciencias Médicas. (7)

Fonseca Tapia G, Ecuador (2016) en su tesis doctoral
Determinacion de benzodiacepinas en orina, por cromatografia en
capa fina. Provincia de Chimborazo al laboratorio de Quimica
Forense del departamento de Criminalistica de la policia judicial de
Chimborazo, cuyo objetivo fue determinar la presencia de
benzodiacepinas en muestras de orina, mediante el método de
cromatografia en capa fina, de manera que sirvan de ayuda al
diagnostico médico. El estudio fue realizado durante un periodo de 6
meses, en los cuales debido al uso del método de extraccién liquido-

liquido, se obtuvo un alto grado de concentracion del tdxico y

9



posteriormente resultados satisfactorios durante el analisis por
cromatografia en capa fina (prueba cualitativa confirmatoria), para la

identificacion de los compuestos benzodiacepinicos (4)

Linares Rebollo M, México (2013) en su tesis doctoral: Identificacién
de metabolitos de benzodiacepinas en orina mediante las técnicas
de inmunoensayo y GC /ms, Universidad Nacional Autdbnoma de
México; 2013. Tuvo como objetivo elaborar una revision de
manuales, libros, revistas, de manera tanto fisica como electrénica,
de las técnicas de inmunoensayo, cromatografia de gas vy
espectrometria de masas (GC/MS) utilizadas en la identificacion de
benzodiacepinas y sus metabolitos en la orina. Método: analitico,
observacional. Conclusiones: la GC/MS es una prueba determinante
para el andlisis de benzodiacepinas y sus metabolitos en fluidos
bioldgicos y son consideradas técnicas validas confirmatorias con

reconocimiento internacional en el andlisis toxicolégico. (8)

Flores Fuentealba D, Chile (2013) en su tesis doctoral, “Validacion
de una metodologia analitica para la determinacién de Diazepam y
Nordiazepam en sangre, por cromatografia gaseosa con detector de
captura de electrones, previa extraccion en fase soélida, en la unidad
de toxicologia en el Servicio Médico Legal de Temuco”. Su Objetivo:
validar la metodologia analitica utilizada por el Servicio Médico Legal
para la determinacién de Diazepam y su metabolito Nordiazepam,
gracias a un cromatografo de gases acoplado a un detector de
captura de electrones. Se utilizd la extraccion en fase sélida. Se
evaluo la selectividad, linealidad instrumental y del método,

precision, exactitud, limites de deteccién y cuantificacion. (9)
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2.2 Bases Tedricas

2.2.1 Benzodiacepinas

Las benzodiacepinas son farmacos que actlan sobre receptores
especificos en el cerebro, estos receptores pertenecen al complejo
acido gamma amino butirico (GABA), encargado a su vez de inhibir al

sistema nervioso central. (4).

La estructura de las benzodiacepinas se distingue por poseer un anillo
heterociclico en el que se encuentran dos atomos de nitrégeno. Sobre
esta estructura base aparecen las benzodiacepinas, diferenciadas

Gnicamente por los sustituyentes de estas posiciones. (2, 9)

Figura 1. Estructura Quimica de las Benzodiacepinas

2.2.2 Farmacologia

A pesar de la similaridad en el perfil farmacoldgico de todas las
benzodiacepinas en general, suelen ser mas o menos selectivos
de acuerdo a los receptores que se encuentren involucrados,
gracias a lo cual son seleccionados para cubrir distintas

patologias. (3)
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2.2.3 Farmacocinética

La administracion de estos farmacos suele ser oral, absorbiéndose
por completo hasta en un maximo de 6 horas, si lo que se requiere
es una accion rapida, se suele emplear la via intravenosa en casos
de urgencia. Al ingresar al torrente sanguineo, las benzodiacepinas
se unen a proteinas plasmaticas en diferentes cantidades, siendo en
el caso del diazepam entre un 98 a 99%. La accion farmacologica
puede corresponder a la droga en si y también a la droga més la
accion de su metabolito, como es el caso del Diazepam y su
metabolito el Nordiazepam. Existen casos como el del cloracetato,
en que el jugo gastrico modifica su estructura quimica para
convertirlo en Nordiazepam, que es la sustancia que finalmente

llegara al torrente sanguineo y sera responsable del efecto. (2)

El metabolismo de las benzodiacepinas suele darse en el higado,
muchos de sus metabolitos activos se biotransforman de forma
lenta, por lo que la duracién del efecto puede guardar poca relacion
con el tiempo de vida media. Sin duda alguna, la velocidad de
eliminacién de una benzodiacepina tiene una gran importancia, pues
ésta determina la duracion de sus efectos. Sin embargo, por lo
general, la duracion de los efectos que se observan es
considerablemente menor que la vida media de duracion. En el caso
de la mayoria de las benzodiacepinas, los efectos visibles

generalmente desaparecen después de pocas horas. (2)

2.2.4 Mecanismo de accion

Las benzodiacepinas son agonistas indirectos del GABA. El GABA
es un neurotransmisor con accion inhibitoria sobre el SNC, que
posee receptores distribuidos en el cerebro, médula espinal, rifiones,

glandula pineal, glandulas adrenales y plaquetas. Estos receptores,
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ubicados en la parte exterior de la neurona con la cual la
benzodiacepina reaccionara, abren un canal que permite a las
particulas con carga negativa (iones de cloruro) entrar en la neurona.
Estos iones negativos "sobrecargan” la neurona, debilitando la
respuesta de la misma a otros neurotransmisores que, en

condiciones normales, la excitarian.

La combinacion de una benzodiacepina con su receptor potencia la
accion del GABA, permite que ingrese a las neuronas una mayor
cantidad de iones de cloruro, aumentando asi la resistencia de la
neurona a la excitacion. Los distintos subtipos de receptores

benzodiacepinicos tienen acciones levemente distintas.

Uno de estos subtipos, (el alfa 1) es el responsable de los efectos
sedativos, otro (el alfa 2) es el que ejerce efectos ansioliticos,
mientras que ambos, el alfa 1 y el alfa 2, como también el alfa 5, son
los responsables de los efectos anticonvulsivos. Todas las
benzodiacepinas se combinan con todos estos subtipos y todas

aumentan la actividad del GABA en el cerebro. (2, 5,9)

II (1.2) Impulso nervioso que hace que el
> 11l Impulso nerviaso GABA sea liberado de los sitios en que
estd almacenado en |a neurona 1
> (3) EI GABA liberado en el espacio
\ interneurcnal
HEUROHA 1 1 sitios de
/ almacenamientas
O O del GADA (4) El GABA reacciona con los receptores
md de la neurona 2; |la reaccion permite la
O . enirada de los iones de cloruro (Cl-) en la
(6) Benzodiacepinas [3) GABA liberado
desde neurona

——

la Neurona 1

(5) Este efecto inhibe o detiene el progreso

del impulsc nervioso
El GABA reacciona
con los recey tores

p
&n |a Hedrone 2 (6,7) Las benzodiacepinas reaccionan con

(permite que

entre el CI ) el sitic de refuerzo de los receptores GABA

! (B) Esta accién aumenta los efectos
ey mm/l S 1 inhibidores del GABA; el impulso nervioso
e ViGN de) GABA 1 en curso puede quedar bloqueado

{puede llegar a bloguear
el impulso nervioso) completamente

&N CUrS0 que
R queda inhibido

Figura 2. Mecanismo de accién de las Benzodiacepinas.
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La administracion de algun tipo de benzodiacepina, produce un
aumento en la actividad de inhibicion del GABA, lo que produce un
decremento de la génesis de los neurotransmisores excitativos, lo
que al mismo tiempo produce disminucion en la formacion de otros
neurotransmisores como la norepinefrina, dopamina y de la

serotonina.

Lo neurotransmisores mencionadas lineas arriba, son fundamentales
para el cumplimiento de las funciones que corresponden a estado de
alerta y vigilia, asi como del tono muscular y de la coordinacion.
Otras funciones estan asociadas a nivel cardiovascular (ritmo
cardiaco y presion sanguinea), la estimulacién y secrecion de las
glandulas endocrinas, todas ellas alterando su funcién frente a la
ingesta de benzodiacepinas. Otro tipo de receptores
benzodiacepinicos (renal, sanguineo) pueden verse afectados

siendo ello el causal de algunos efectos no deseados. (2,4)

2.2.5 Clasificacién

a)

b)

De accidon ultracorta: Se suele colocar al Brotizolam en este

grupo, aunque pueden incluirse a un numero reducido de
metabolitos de las benzodiacepinas con poca o nula actividad
farmacoldgica. (2)

De accidn corta: Reaccionan con el acido glucurénico, por lo que
puedan ser excretados a través de la orina. Se incluyen el

alprazolam, midazolam, lorazepam, etc. (2)

De accion intermedia: En su mayoria carecen de metabolitos

activos, de modo que el compuesto administrado es el responsable
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de la actividad farmacologica. Encontramos al clonazepam y

bromazepam, etc. (2)

d) De accion larga: Su vida media suele ir de 24 horas a mas, esto

proviene tanto del compuesto administrado como de sus
metabolitos farmacolégicamente activos. En este grupo
encontramos al clobazam, cloracetato, diazepam, clordiacepo6xido,
etc. (2)

2.2.6 Usos terapéuticos

Las benzodiacepinas tiene una amplia variedad de usos
terapéuticos entre los que sobresalen los siguientes: ansiolitico,
hipnético, anticonvulsivantes, relajantes y depresores antes de
cirugias u otros procedimientos quirurgicos, trastornos musculares,

dependencia alcohdlica, etc. (4,5)

2.2.7 Efectos adversos

Las reacciones adversas incluyen: sedacion y somnolencia,
disminucién de la atencion, disminucion de la agudeza mental y de
la coordinacion muscular, por lo que se sugiere extrema precaucion
en pacientes que manejan 0 que trabajan con maquinas
potencialmente peligrosas. Otras acciones inespecificas de las
benzodiacepinas son: aumento de peso, dolor de cabeza,
reacciones alérgicas cutaneas, irregularidades menstruales y

alteraciones de la funcién sexual. (2, 4,5)

Existe riesgo de presentar tolerancia y dependencia a estos
farmacos debido a la administracion repetida de los mismos, esto

incluso a dosis usuales terapéuticas. La dependencia a las
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benzodiacepinas suele ser notada debido a la aparicion de
sintomas de abstinencia cuando la dosis es reducida o se suprime
el tratamiento. Entre los sintomas que pueden aparecer estan la
ansiedad, depresion, problemas de concentracion, insomnio, dolor
de cabeza, mareos, zumbido de oidos, pérdida de apetito,
temblores, sudoracion, irritabilidad, alteraciones de la percepcion,
nauseas, vomitos, calambres abdominales, palpitaciones,
hipertension sistolica leve, taquicardia e hipotension ortostatica,

entre otros. (2,4)

2.2.8 Diazepam

Es un derivado benzodiacepinicos que deprime el SNC, que actta
como relajante, contra la ansiedad, como tranquilizante e indicado
en episodios convulsivos. Es una benzodiacepina de vida media
larga con gran eficacia como relajante muscular, el cual se maneja a
nivel hospitalario como extra hospilatorio, ademas de ser empleado

en los casos de ansiedad. (12)

Es un depresor del sistema nervioso, que puede generalmente
llevar desde una somnolencia, pasando por letargia, estupor y
coma, llegando en casos extremos a causar la muerte, sobre todo
cuando se sinergeniza con otros depresores como el alcohol,
causando sinergismo de potenciacion, todo ello dependiendo de

diversos factores como tolerancia y dosis.

Estda demostrada su utilidad como miorrelajantes muscular
originados por algun tipo de trauma, otra propiedad farmacoldgica
indica que se emplea en convulsiones por lo que esta indicado en

trastornos convulsivos (12)
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Se considera que su mecanismo de accion es el mismo para todo
el grupo de benzodiacepinas y consiste en potenciar o facilitar la
accion inhibitoria del neurotransmisor acido gamma amino butirico
(GABA), mediador quimico de la inhibicion tanto en el nivel del
botdn pre sinaptico como pos sinéptico, en todas las regiones del
sistema nervioso central. (12)

2.2.9 Clonazepam

Actia sobre el sistema nervioso central, con propiedades
ansioliticas, anti convulsionantes, miorrelajantes, sedantes,
hipnéticas y estabilizadoras del estado de animo. Posee también
tiene un efecto estabilizador del estado de animo, causa olvido
temporal y puede ser adictivo y producir alta tolerancia, al igual que
el resto de las benzodiacepinas, generalmente se administra por
periodos breves o0 en casos de urgencia en pacientes que padecen

trastorno bipolar. (13, 14)

Al ser un depresor de las funciones del sistema nervioso central.
Paralelamente a su efecto anticonvulsivo produce cansancio y
debilidad no habituales, somnolencia, relajacion de la musculatura,
sensacion de mareo, trastornos del equilibrio, inseguridad motriz y
dificultades en la coordinacion psicomotora, retardo en los tiempos
de reaccion ante un estimulo y deterioro en las funciones cognitivas
(principalmente amnesia anterdgrada y dificultades de atencion y

concentracion).

Con menor frecuencia, se describen también efectos que parecen
apuntar a la direccidon opuesta del perseguido efecto relajante y
ansiolitico, tales como excitabilidad, nerviosismo, inquietud,
comportamiento agresivo u hostil, estados de panico, trastornos del

suefio, pesadillas, etc. (13, 14)
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2.2.10 Alprazolam

Se utiliza la terapia clinica como una de las drogas mas efectivas
para el tratamiento de desordenes de ansiedad. En dosis
equivalentes es de 5 a 15 veces mas potente que el diazepam.
(14,15)

Por su rapido metabolismo y excrecidon (posee un comienzo de
accion mas rapido y una accion mas reducida que diazepam, con
efectos sedantes poco prolongados), por lo cual ha sido llamada
benzodiacepina de tiempo de vida media intermedio. La absorcion
de la droga es rapida y compleja, las concentraciones maximas en

plasma se alcanzan entre la primera y segunda hora (14,15).

2.2.11 Rutas Metabdlicas de Benzodiacepinas.

Las benzodiacepinas se metabolizan a través de la superfamilia
conocida como citocromo P-450. Esta familia es la ruta mas
importante de las reacciones de biotransformacion, esta compuesta
de al menos 14 familias de genes P-450. Muchas benzodiacepinas
se metabolizan exclusivamente por la via conocida como CYP3A, su
actividad varia mucho entre individuos. También se encuentra en el
tracto gastrointestinal. EI Midazolam, por ejemplo, es un
medicamento metabolizado exclusivamente por esta enzima, se usa
como marcador de la actividad de esta enzima en los seres
humanos. La biotransformacion ocurre principalmente a nivel de los
microsomas hepaticos: oxidacion, desmetilacion, hidroxilacién,

desalquilacion, conjugacion con acido glucuroénico. (16, 17)

El metabolismo hepatico difiere entre las diferentes benzodiacepinas;
algunas tienen que pasar tanto por fase I-ll, como Diazepam,

Clordiazepoxido, Flurazepam, Triazolam, Midazolam y Clonazepam,
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otras como Lorazepam, Oxacepam y Temacepam solo precisan de
la fase Il. En Fase |, mediante la via oxidativa, se produce la
hidroxilacion o N-desalquilacion por parte del sistema enzimatico
citocromo P-450, oxidando metabolitos farmacoldégicamente activos.
La Fase Il consiste en una conjugacion de grupos hidroxilos y
aminos para formar compuestos inactivos que son excretados por la
orina. La mayoria de los casos, los metabolitos de la fase | tienen
una actividad biologica que puede ser mas grande o menor que el
compuesto original. Algunas benzodiacepinas pueden ser
considerados profarmacos o prodrogas. (16, 17)

Ademas, la fase | es una via cuya actividad depende de varios
factores: puede estar disminuida su actividad por la edad,
enfermedades hepaticas. Por el contrario, es activada por el humo
del tabaco o la administracién simultanea de farmacos que estimulan
la activacion del sistema del citocromo P-450 como el fenobarbital.
Por el contrario, la fase Il de conjugacién es mas estable y no es
afectada por todos los factores anteriores. (16, 17)

La enzima CYP3A, sOlo metaboliza parcialmente el Diazepam y el
Flunitrazepam. Aproximadamente 40% (o mas en el caso del
Flunitrazepam) se metaboliza por la via de la enzima denominada
CYP2C19. (16, 17)

La duracién de su accion depende de la liposolubilidad de cada
compuesto, si los compuestos son mas lipofilicos tienen una accién
MAas corta, ya que tienden a repartirse rapidamente entre la sangre y
el cerebro. (16)

Las benzodiacepinas y sus metabolitos activos se fijan a las

proteinas plasmaticas en un porcentaje muy alto (85-99%). (16)
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Tabla 1. Metabolitos de diazepam, clonazepam y alprazolam

Benzodiacepinas Metabolitos
Diazepam Nordiazepam, Oxacepam
Clonazepam 7-Aminoclonazepam
Alprazolam a Hidroxialprazolam

Fuente: Hurlé MA, Monti J, Flores J. Farmacologia Humana. 52 ed.
Espafa. Elservier Masson. (43)

2.2.12 Validacion

a.

Definicion

La validacién de un método de ensayo es imprescindible para la
obtencion de resultados, los mismos que deben contar con
exactitud y confiabilidad a fin de que los resultados que sean

exactos y confiables.

La literatura cientifica ofrece mucha informacién relevante, sobre
todo en técnicas y métodos sobre analitica cualicuantitativa,
donde en algunas oportunidades no son empleados de manera
correcta. Los procesos de validacién siguen procedimientos y
protocolos, ya que los laboratorios de referencia deben cumplir
con ciertas normativas.

La validacion de los métodos es importante ya que, aplicando
métodos preventivos, correctivos y validacién, incrementa el nivel

de confiabilidad en los resultados analiticos. (18)

Validacion de los métodos analiticos

Es el proceso realizado para definir un requisito (por ejemplo, un
requisito analitico) y confiar en el método de ensayo tomando en
consideracion que posee las capacidades requeridas para su

ejecucion. De acuerdo con la norma ISO 8402 se define la
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validacion como la “confirmacion mediante examen y provision de
evidencias objetivas que se cumple los requisitos particulares
para su uso especifico” (17). Ello resulta de vital importancia
porque permite evaluar la capacidad de desempefio del método;
en el pasado la validacion del método se concentraba Unicamente
en el proceso de evaluacion de los pardmetros de desempefio del
método, los cuales son llevados a cabo mediante el uso
comprobado de equipos que se encuentren en Optimas
condiciones dentro de su especificacion y adecuadamente
calibrados. De la misma manera, la persona encargada de
realizar los estudios debe ser competente y sus conocimientos en
el campo de trabajo deben facilitarle la toma de decisiones
inherentes a las observaciones realizadas y a los progresos del
estudio. (19,20)

Caracteristicas de un estudio de validacion del método

Los estudios de validacion deben ser representativos. En otras
palabras, se debe obtener una estimacion realista de la cantidad y
la gama de efectos que ocurran durante la realizacion del método,
y de la misma manera debe estudiarse todo lo que abarca el
método, desde las concentraciones hasta los tipos de muestra.
(20).

Tenemos que tomar en cuenta nuestros parametros dentro de dos
tipos, los parametros continuos medibles y los discontinuos. Para
los primeros se permite una incertidumbre determinada o un
rango esperado; mientras que para los segundos se deben tomar
en cuenta los niveles del factor permitidos o hallados durante el
uso normal del método. Si bien el rango de valores deberia ser
amplio; lamentablemente, no es econ0micamente viable disponer

de la variacion completa de muchos factores o muchos niveles.
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Debemos considerar como ejemplo que, dos determinaciones de
cada variacion durante cinco dias ofrecerdn una mejor estimacion
de la fidelidad intermedia que cinco determinaciones de cada una
durante dos dias, y en este contexto, diez determinaciones
individuales en dias separados serian todavia mejor, aunque no
ofreceria informacién adicional sobre la repetibilidad dia a dia.
(20)

Proceso de Validacion del método analitico

Plasmado en una fase de experimento que cumple con lo

siguiente:

= Especificidad:

Es una condicion que posee el método analitico para medir de
manera especifica al analito, sin interferencias de impurezas,
desechos u otras sustancias que estén contenidas en una
determinada muestra. Se expresa como el grado de inexactitud
del método. La evoluciéon de esta condicion es de suma
importancia para los métodos de analisis que se ensayan en la
cuantificacion de los analitos basados en formulas vy
estabilidad. (21,22)

= Precision:

Sirve para conocer qué tan cerca se encuentran los valores en
nuestro estudio, se emplea la desviacién estandar, referido a la
dispersion de los datos hallados, por lo que se debe utilizar
diferentes analistas y equipos diversos con el Unico objetivo de

tener resultados iguales, empleando para ello una misma
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técnica y método, por lo que la reproducibilidad representa el
mejor resultado. (21,22)

Repetibilidad:

Repetir un resultado indica al analista la precision y exactitud
de un resultado basado en un método analitico, ya que al haber
sido desarrollado bajo los mismos parametros y analizando la
misma muestra problema, por el mismo operador, en la misma
area y empleando el mismo equipo ye insumos quimicos se
obtiene el mismo resultado. Se utiliza la desviacion estandar
como parametro estadistico, lo que evalia el grado de
incertidumbre, lo que significa los errores analiticos en relacion
a los niveles de dispersion de los valores a partir de una media.
(23,24)

Reproducibilidad:

Es una forma de medida asociada a la precisibn que se
obtienen en los resultados de laboratorio a partir de una
determinada muestra, y que al ser ensayados por diferentes
operadores analistas en tiempos distintos indican la misma
respuesta matematica, lo que demuestra la repetibilidad.
(23,24)

Linealidad:

Permite desarrollar resultados en relacion a la concentracion o
cuantificacion de un compuesto quimico (analito) en un
determinado limite, que sea directamente proporcional a la
cuantificacion del analito en un rango establecido. Se obtiene
por medio del tratamiento matematico de los resultados
obtenidos en el analisis del analito a diferentes cantidades o
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concentraciones. La seleccion del rango y el nimero de puntos
experimentales esté directamente relacionada con la aplicacion
del método. (25,26)

Recuperacién

El porcentaje de recuperacion es el cociente entre la cantidad
de analito medida y el contenido en la muestra. El resultado
ideal es 100%. Para calcular la recuperacion se agregan a la
muestra antes del tratamiento cantidades sucesivas del analito
y se determinan contra una calibracion base. Los resultados se

grafican contra las agregadas. (27)

e Robustez

La robustez es la resistencia al cambio observable en los
resultados que se obtienen por una determinada metodologia
analitica, siempre que existan desviaciones inferiores a las
detalladas en el procedimiento. Los limites de los parametros
experimentales deben especificarse en el protocolo del método,
y dichas desviaciones permisibles, no deben producir cambios
significativos en los resultados obtenidos (un cambio
significativo implica que el método no puede funcionar dentro de
los limites de incertidumbre que definen la adecuacién al
propasito). (28)

2.2.13 Cromatografia en capa fina

a.

Definicién

La cromatografia es “el método usado principalmente para la separacion

de los componentes de una muestra, en la cual los componentes son
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distribuidos entre dos fases, una de las cuales es fase estacionaria,
mientras la otra es movil. La fase estacionaria es un sélido o un liquido
soportado en un solido o en un gel (matriz). La fase estacionaria puede
ser empaquetada en una columna, extendida en una capa, distribuida

como una pelicula, etc.” (29)

La caracteristica principal de la CCF es la presentacion de una capa
uniforme de un adsorbente, el cual debe ser colocado sobre una placa

de vidrio u otro soporte. (30)

b. Fundamento

El desarrollo de la cromatografia en capa fina se basa en la accién de la
capilaridad, ya que se busca que por el método ascendente un eluyente
avance de manera vertical por una placa casi, en contraste con una

muestra ya conocida y que nos servira de referencia. (30)

C. Fases moviles

Las fases moviles estan referidas a los diferentes solventes que se
deben emplear para la corrida cromatografica en la identificaciéon de
benzodiacepinas. La bibliografia consultada refiere para las
benzodiacepinas fases y proporciones como éter dietilico: cloroformo
80:20, en el caso de alprazolam y diazepam; cloroformo: 2-propanol: n-
heptano 50:17:33 entre otros (31)

d. Determinaciéon del Rf.

La relacién entre las distancias recorridas por el soluto y el fluyente
desde el origen de la placa se conoce como Rf, este valor es constante

para cada compuesto en unas mientras se mantengan las siguientes
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condiciones cromatograficas (adsorbente, disolvente, tamafio de la

cubeta, temperatura, etc.)

Debido a que es practicamente imposible reproducir exactamente las
condiciones experimentales, la comparacion de una muestra con otra
debe realizarse eluyendo ambas en la misma placa. Para calcular el Rf
se aplica la siguiente expresion: Rf = distancia recorrida por el

compuesto (X) / distancia recorrida por el eluyente (Y). (30)

Figura 3. Determinacién de Rf

La caracterizacion de los compuestos se realiza comparando la
migracion (Rf) de sustancias desconocidas con la migracion de un
compuesto patron. El Rf es caracteristico de cada sustancia, y es asi
posible identificar los compuestos desconocidos en un determinado

compuesto o fluido biolégico. (32)

2.2.14 Toma de muestra

Las ciencias forenses estan definidas como la aplicacion de las
ciencias a los aspectos meédico-legales. Una de las ciencias es la
toxicologia forense, la cual tiene como objeto identificar la presencia o
ausencia de un xenobibtico presente en un fluido biolégico o
compuesto, que estuviera implicado en un hecho o delito, de

consecuencias legales, por lo que se precisa de un laboratorio con
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recursos humanos competitivos y con tecnologia capaces de poder
realizar los exdmenes analiticos con la mayor confiabilidad. (30).

El laboratorio de toxicologia es de gran importancia por la implicancia
médico legal al detectarse diversas drogas de abuso, alcohol vy
medicamentos psicotropicos, que son capaces de modificar la conducta
de las personas y alterar la percepcion de la realidad, y pueden
modificar su estado de conciencia, que llegan a tener consecuencias

legales. (32)

Las muestras bioldgicas en toxicologia forense incluyen sangre, orina,
semen, rifidn, cerebro, higado, bilis, contenidos gastricos, intestino,
bazo, pulmén, huesos y mas recientemente cabello, ufias, saliva y

sudor.

También son fundamentales en casos de agresion sexual, las muestras
de contenido vaginal y/o rectal, asi como las prendas intimas mas
cercanas o0 en contacto con estos fluidos, pues permiten situar al
sospechoso en el lugar del hecho e identificarlo, a través de la

realizacion de diversos estudios. (33)

La seleccién, preparacion y remision de la muestra debe hacerse
siguiendo protocolos y procedimientos consignados en diferentes
laboratorios toxicolégicos forenses, por lo que deben seguirse una
rigurosa sistematica para tal fin, de manera que esté garantizada la

veracidad de los resultados aportados a los tribunales. (34)

La muestra biol6gica de orina es idonea para realizar un estudio de
screening cuando no se conoce el origen de la intoxicacion ya que todo
medicamento o droga es excretado en mayor o menor medida por la
via renal, ya sea en forma de compuesto inalterado o en forma de
diversos metabolitos. Generalmente se emplea en la deteccion de

consumo de sustancias ilicitas en trabajadores o en casos de dopaje
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en el deporte. Sin embargo, un resultado positivo solo indicara el
consumo de la sustancia detectada, independientemente del nivel
obtenido. Las ventajas de esta muestra es que la concentracion del
analito puede ser mayor que en sangre, ademas la orina esta exenta
de proteinas, con lo cual se tienen menos interferencias, y es una

muestra abundante, facil de recolectar y de conservar. (33)

La toma de muestra esta definida como la obtencion parcial de un todo;
representativo y cumpliendo con procedimientos
establecidos que permitan realizar la determinacion de una sustancia
mediante el analisis toxicologico. Las muestras analizadas fueron
muestras de orina, los cuales fueron recolectados entre 50 — 100 ml
(33).

2.2.15 Recoleccién de muestras

La obtencién de muestras sigue un protocolo para tener los mejores
resultados. La coleccion y almacenamiento, seguida de cadena de frio,
garantiza la validez de la toma de muestra en personas previa

administracion de benzodiacepinas. (30)

e Proceso de extracciéon de toéxicos en orina

Como forma general, los toxicos organicos se extraen con disolventes
organicos. Entre los mas frecuentes para una extraccion general se
encuentran el éter etilico, cloroformo, diclorometano, 1-butanol, entre
otros. (35)

Es fundamental en este proceso el pH del medio en el que se realiza la
extraccion, ya que el fundamento de la extraccion liquido consiste en la
diferente solubilidad que cada sustancia tiene en agua y/o disolventes

organicos en funcion al grado de disociacién que sufre en funcion del pH
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del medio, considerando el coeficiente de particion de acuerdo con la
mayor o menor solubilidad. Los toxicos en medio acuosos se comportan
como acidos, basicos o sustancias neutras (34). Las formas no ionizadas
son mas solubles en disolventes organicos. Por tanto, en cada caso se
tiene que utilizar el pH idoneo para que el toxico que buscamos se

encuentre mayoritariamente en forma no ionizada. (35)

Extraccion de toxicos acidos

En el caso de los toxicos acidos, si consideramos un medio &cido,
implica una elevada concentracion de H*, por lo que segun el principio
de Le Chatelier, la reaccion se desplazaria para compensar dicho
aumento hacia la izquierda, es decir, hacia la formacion de AH,
aumentando asi la cantidad de acido que esta en forma no ionizada. La
forma no ionizada es mas soluble en disolventes organicos que la
ionizada, por lo que concluimos que: “los acidos se extraen con

disolventes organicos en medio acido”. (35)

Extraccion de toxicos basicos

En el caso de los téxicos bésicos, si consideramos un medio alcalino,
implica una elevada concentracion de OH-, por lo que segun el principio
de Le Chatelier, la reaccién se desplazaria hacia la izquierda para
compensar ese aumento, es decir, hacia la formacién de OH,
aumentando asi la cantidad de base que esta en forma no ionizada. La
forma no ionizada es mas soluble en disolvente organico que la ionizada,
por lo que concluimos que: Las bases se extraen con disolventes

organicos en medio alcalinos. (35)
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2.2.16 Andlisis toxicoldgico organico

Las muestras deben prepararse para el analisis instrumental, el objetivo
principal de la preparacion de la muestra es aumentar la especificidad,
eliminando al maximo todas aquellas sustancias presentes en la misma
gue pueden interferir en el andlisis. De esta manera la especificidad de
un analisis no va depender Unicamente del método instrumental
empleado sino también del proceso de preparacién al que se haya

sometido la muestra. (36)

2.3 Formulacion de la Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam, diazepam y clonazepam en
muestras de orina, cumple con los pardmetros de desempefio de la

validacion.

2.3.2 Hipétesis especificas

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam en muestras de orina, cumple

con los parametros de desempefio de la validacion.
La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para

identificar metabolitos de diazepam en muestras de orina, cumple

con los parametros de desempefio de la validacion.
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La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de clonazepam en muestras de orina,

cumple con los parametros de desempefio de la validacion.

El uso correcto de los instrumentos calificados y -calibrados
permiten la validacion de la 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 afio 2017.

2.4 Variables

2.4.1 Operacionalizacion de variables

La operacionalizacién de variables consiste en determinar el método a
través del cual las variables seran medidas o analizadas. La definicion
operacional de un concepto consiste en definir las operaciones que
permiten medir ese concepto o los indicadores observables por medio
de los cuales se manifiesta ese concepto. En resumen, una definicion
operacional puede sefialar el instrumento por medio del cual se hara
la medicion de las variables. La definicidn operativa significa que es lo
que va a hacer el investigador para operacionalizar la pregunta de la

investigacion.
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Tabla 2. Operacionalizacion de variables

) Operacionalizacion ] . o
Variables ) Dimensiones indicadores
de variables
Validacion  de Identificacion de
Variable una técnica ] o ) ) alprazolam,
] ) » La identificacion de | Técnica analitica |
independiente | analitica por diazepam y
alprazolam, por CCF
CCF ) clonazepam
diazepam y
clonazepam se | Presencia 0 .
) ) Reactivos
realiza  por  un | ausencia de
Identificacion de ) reveladores
) método analitico | alprazolam, ]
Variable alprazolam, ) selectivos
_ ) (CCF), el cual sera | diazepam y
dependiente | diazepam y ) o
validado por juicio | clonazepam L
clonazepam Validaciéon  por
de expertos o
juicio de
expertos

2.5 Marco Conceptual

Benzodiacepinas: son sustancias depresoras del sistema nervioso
central, que pueden afectar la voluntad de las personas y provocar
somnolencia, hipnosis y coma inclusive dependiendo la dosificacion y el
sinergismo que provoca cuando se administra con otro depresor como el

alcohol. (41)

Cromatografia: es un método que permite separar diversos componentes
de una determinada muestra, lo que estd determinado por la separacion
de los mismos a través de una fase estacionaria conjuntamente con la
fase movil, donde cada componente interactia de manera diversa, donde

interviene de forma particular la polaridad de las sustancias (39)

Cromatografia en capa fina: es un método fisico de separacion de
diversos componentes de una muestra problema, el cual permite separar
los componentes quimicos empleando una fase movil y una fase
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estacionaria, utilizando para ello métodos de identificacion como UV,
vapores de iodo, reactivos de identificacion, Rf, que identifica sustancias y
metabolitos mediante la visualizacion de manchas, donde la longitud de la
placa cromatografica determina una mejor separacion de todos los
constituyentes de la muestras, donde interviene ademas la capilaridad y
polaridad de la sustancias. (40).

Metabolito: es un compuesto farmacoldgico-toxicolégico producto del
proceso de biotransformacion de una sustancia, para luego ser eliminada

como compuesto polar (42)

Técnica analitica: La técnica analitica esta referida a los procedimientos
empleados para desarrollar un determinado analisis quimico y consigna a
las técnicas cromatograficas, espectroscopicas, inmunoensayos, entre
otros. (38).

Validacion: Segun Fernandez et al, revista cubana (2002), esta definido
como un proceso analitico empleado para validar un método analitico, el
cual debe ser documentado, demostrado y que sea reproducible, donde
los resultados de la validacion se emplean para la fiabilidad de los

resultados analiticos (37)
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CAPITULO Ill: METODO

3.1 Tipo de estudio

La investigacibn que se realizara sera de tipo cualitativo, ya que se
analizara la causa y efecto que generaran las variables propuestas en el
presente estudio. Para ello, se manipulara de manera intencionada la
variable independiente para luego analizar las consecuencias de

manipulacion que se generaran en la variable dependiente.

3.2 Diseio a utilizar

Con respecto a esta investigacion, se podria decir que tiene un disefio
experimental, de tipo “cuasi experimental’. Donde se tendra un grupo

control y uno experimental

3.3 La poblacién y muestra

Se empled la siguiente férmula:

n: (@) () (@ ()

E2(N-1) +(Z?) (p) (9)

Doénde:
n: es el tamafo de la muestra.
N: tamafio de la poblacion: 75

E: Error maximo aceptable: 0.05
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Z: Nivel de confianza: 95 %

n: (1,962) (0.5) (0.5) (75)
0.052(80-1) + (1,962) (0,5) (0,5)

n: 62

Para una mayor factibilidad el niUmero de muestra a analizar sera de
60 fluidos (orina) de pacientes adultos voluntarios con medicacion de
benzodiacepinas en el Hospital Dos de Mayo, quienes fueron
medicados con diferentes benzodiacepinas, cuya distribucion es la

siguiente:

Tabla 3. Distribucién de muestras de orina con previa medicacién de
benzodiacepinas.

_ Fecha de
Benzodiace . Forma o N° de
_ Concentracion o N° de lote | vencimient %
-pina Farmaceutica muestras
0

Alprazolam 0.5 mg Tableta 10985797 Set-2020 20 33.3%
Diazepam 10 mg Tableta 10309047 Mar-2018 20 33.3%
Clonazepam 0.5 mg Tableta 10858007 Ago-2020 20 33.3%

Total 60 100.0%

Fuente: Elaborado propio del investigador

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

El método empleado para identificacion de las benzodiacepinas lo
constituye la CCP (cromatografia de capa fina), método fisico capaz de
identificar metabolitos mediante la visualizacion de manchas y con el uso
de reactivos. La recoleccion de datos se har4d mediante fichas
bibliograficas donde se registre o codifigue las muestras de orina de

personas con consumo previo de alprazolam, clonazepam y diazepam. Se
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empleardn programas como Excel o SPSS 22 y se realizara la
interpretacion de los resultados que servirdn para plasmar los resultados
en graficos, barras, o columnas. El método serd validado por
profesionales especialistas en el area, que haya o se encuentre laborando

en el area de toxicologia forense.

Parte Experimental

Material, equipo y reactivos

Material de laboratorio

> Fiolas de 100 mL
Embudos de decantacion de 100 mL
Papel de tornasol
Explayador - pulverizador
Vasos de precipitacion
Baguetas
Pipetasde 1 mLy 5 mL
Capilares
Frasco vial de vidrio de 5 mL
Embudos
Papel filtro
Placas cromatogréaficas
Probetas de 100 mL

V V V V V VYV YV V V V V VY

Reactivos

> Cloroformo qg.p.
Acetona q.p.
Trietanolamina al 1%
Acido clorhidrico al 10%
Eter di etilico g.p.
Amoniaco g.p.

Vainillina (vainillina mas acido sulfurico).

V V V V V V VY

Acido Sulfarico g.p.
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Y

1

no

Agua destilada

Fast Blue

Reactivo de Dragendorff (subnitrato de bismuto mas ioduro de
potasio)

Hidroxido de Sodio al 5%

lodoplatinato

Procedimiento

. Recolectar muestra de orina en 50 — 100 ml aproximadamente de
paciente que ha consumido previamente benzodiacepinas.
Conservar y trasladar al laboratorio con cadena de frio (2 a 8° C)

Agregar acido clorhidrico al 10%, luego colocarlo en Bafio Maria por

24 horas. Filtrar la muestra (solucion acuosa).

. Verter la solucion acuosa a la pera de decantacion, agregar éter (15

ml), homogenizar la muestra y dejar en reposo por 20 min.
Separadas las fases colectar la soluciébn acuosa en un Beacker y
recibir la fraccion &cida en un frasco vial (rotular como fase acida)

A la fase acuosa anterior, agregar amoniaco c.s.p, llevarlo a un pH
alcalino (8 — 8.5), verter en la pera de decantacion agregando éter
(15 ml).

Homogenizar la muestra, reposo por 20 min, retirar la fase acuosa
en un Beacker, y en un frasco via receptuar la fase organica (rotular
como fase alcalina)

Evaporar a sequedad las muestras en una campana extractora.
Sembrar las muestras y estandares (Alprazolam, diazepam,
clonazepam) en una placa cromatogréafica

Dejar correr las placas en fase mévil hasta una recorrida

aproximadamente.

10.Retirar la placa de la cuba, secar.

11.Visualizar la placa cromatografica en un espectro UV y revelar con

los reactivos reveladores.
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3.5 Procesamiento de datos

Se empledé una base de datos y los resultados fueron presentados en
cuadros, tablas, barras y gréficos haciéndose un andlisis de los
resultados. En la recoleccion de datos se hizo un registro de las muestras
obtenidas para la identificacion de las mismas, las cuales fueron

obtenidas en el periodo descrito.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados

Se empled el software SPSS 22 y se realizO la interpretacion de los
resultados que sirve para plasmar los resultados en gréficos, barras o
columnas. Los resultados fueron presentados en cuadros, tablas, barras y
graficos haciéndose un andlisis de los resultados. La recoleccion de datos
fue mediante un registro de las muestras obtenidas para la identificacion de

las mismas, obtenidas en el periodo descrito.
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Tabla 4. Identificacién general de benzodiacepinas, evaluadores 1, 2y 3 seguido de los Rf

ALPRAZOLAN DIAZEPAM CLONAZEPAM
EV. EV. EV. EV.
1 Rf EV.2 Rf 3 Rf EV.1 Rf EV.2 Rf 3 Rf EV.1 Rf |EV.2| Rf 3 Rf

ML | sI | 0821 | g | 0821 | g | 0821 | g | 0.845 | SI | 0.845 | SI |[0.845| SI 085 | SI | 0.85 | SI |0.85
M2 | s | 0828 | g | 0828 | g | 0.828 | NO — | NO | — NO | — | NO — | NO | — NO | —
M3 | sI | 0832 | g | 0832 | g |0832] NO — | NO | — NO | — S| 085 | NO | — NO | —
M4 | sI | 0833 | NO | — NO | — NO — | NO | — NO | — Sl 085 | g1 | 08 | g |085
M5 | NO — NO | — NO | — NO — NO | — NO | — NO — NO NO

M6 | sI | 0827 | g | 0827 | g | 0827 | NO — | Sl | 0845 | NO | — s 085 | g1 | 085 | g |085
M7 s | 0814 | g 0814 | g | 0.814 S 0.846 | g | 0.846 | g |0.846 S 0.85 SI 0.85 s |0.85
M8 SI 0.834 SI 0834 | NO | — S 0.836 | g 0.836 | g |0.836 S 0.85 SI 0.85 NO | —
M9 |[NO| — | NO | — NO | — S| | 0837 | g | 0837 ] g |0837] NO — | NO | — NO | —
M10 | sI | 0.8338 | g | 08338 | g [0.8338| g 0845 | g | 0845 | NO | — NO — NO | — NO | —
M11 | sI | 0847 | g | 0847 | g | 0.847 | NO — | NO | — NO | — | NO — | NO | — NO | —
M12 [NO | — | NO | — NO | — SI | 085 | g | 085 | g |08 NO NO | — NO | —
M13 | NO — Sl — Sl — Sl 0.853 Sl 0.853 s| | 0.853 Sl 0.85 Sl 0.85 sl | 0.85
M14 | SI 0.815 Sl 0.815 | g | 0.815 Sl 0.831 | g 0.831 | g |0.831 Sl 0.85 Sl 0.85 sl | 0.85
M15 | SI 0.823 S| 0823 | NO | — S| 0832 | NO | — NO | — S| 0.85 S| 0.85 sl | 0.85
M16 | SI 0.833 S| 0.833 | g | 0.833 NO — NO | — NO | — S| 0.85 S| 0.85 NO | —
M17 | SI 0.838 S| 0.838 | g | 0.838 S| 0.846 | g 0.846 | g |0.846 S| 0.85 S| 0.85 sl | 0.85
M18 | SI 0.842 Sl 0.842 sl | 0.842 S| 0.847 Sl 0.847 s| | 0.847 Sl 0.85 Sl 0.85 sl | 0.85
M19 | SI 0.824 Sl 0.824 sl | 0.824 S| 0.831 Sl 0831 | NO | — Sl 085 | NO | — NO | —
M20 | sI | 0.823 | g 0.823 | g | 0.823 SI 0835 | g | 0.835 | g |0.835 SI 0.85 SI 0.85 s| | 0.85

MUESTRA
EV.1: EVALUADOR N° 01

M1: NUMERO DE

Sl: SI IDENTIFICA BDZ
EV.2: EVALUADOR N° 02

NO: NO IDENTIFICA BDZ
EV.3: EVALUADOR N° 03




Tabla 5. Identificacion de alprazolam, evaluador 1, 2,3y su Rf

ALPRAZOLAM

EV.1 Rf EV.2 Rf EV.3 Rf
M1 S| 0.821 S| 0.821 S| 0.821
M2 S| 0.828 S| 0.828 S| 0.828
M3 S| 0.832 S| 0.832 S| 0.832
M4 S| 0833 | NO — NO —
M5 NO — NO — NO _
M6 s| 0.827 S| 0.827 S| 0.827
M7 S| 0.814 S| 0.814 S| 0.814
M8 s| 0.834 S| 0.834 NO _
M9 NO — NO | — NO —
M10 S| 0.8338 | g | 0.8338 S| 0.8338
M11 S| 0.847 S| 0.847 S| 0.847
M12 | NO — NO — NO —
M13 | NO — S — s —
M14 S| 0.815 S| 0.815 S| 0.815
M15 S| 0.823 S| 0.823 NO _
M16 S| 0.833 S| 0.833 S| 0.833
M17 S| 0.838 S| 0.838 S| 0.838
M18 S| 0.842 S| 0.842 S| 0.842
M19 S| 0.824 S| 0.824 S| 0.824
M20 S| 0.823 S| 0.823 S| 0.823
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Tabla 6. Identificacion de diazepam, evaluador 1, 2, 3y su Rf

DIAZEPAM

EV.1 Rf EV.2 Rf EV.3 Rf
M1 S 0.845 S 0.845 S 0.845
M2 NO — NO — NO —
M3 NO — NO — NO —
M4 NO — NO — NO —
M5 NO — NO — NO —
M6 NO — Sl 0.845 NO —
M7 S| 0.846 S| 0.846 S| 0.846
M8 S| 0.836 S| 0.836 S| 0.836
M9 S| 0.837 S| 0.837 S| 0.837
M10 S| 0.845 S| 0.845 NO _
M11 | NO — NO — NO —
M12 s| 0.855 S| 0.855 S| 0.855
M13 S| 0.853 S| 0.853 S| 0.853
M14 S| 0.831 S| 0.831 S| 0.831
M15 S 0832 | NO — NO —
M16 | NO — NO — NO —
M17 S| 0.846 S| 0.846 S| 0.846
M18 S| 0.847 S| 0.847 S| 0.847
M19 S| 0.831 S| 0.831 NO _
M20 S| 0.835 S| 0.835 S| 0.835
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Tabla 7. Identificacion de clonazepam, evaluador 1, 2, 3y su Rf

CLONAZEPAM
EV.1 Rf EV.2 Rf EV.3 Rf

M1 S 0.85 Sl 0.85 s 0.85
M2 NO — NO NO

M3 S| 0.85 NO NO

M4 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M5 NO — NO — NO

M6 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M7 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M8 S| 0.85 S| 0.85 NO _
M9 NO — NO — NO —
M10 | NO — NO — NO —
M11 | NO — NO — NO —
M12 | NO — NO — NO —
M13 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M14 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M15 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M16 S 0.85 S 0.85 NO —
M17 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M18 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
M19 Sl 0.85 NO — NO —
M20 S| 0.85 S| 0.85 S| 0.85
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Tabla 8. Fases méviles empleadas para corrida cromatografia.

FASES MOVILES SOLVENTES
Medio 1 Metanol, acetona, trietanolamina (1:1:0.01)
Medio 2 Metanol. Acetona (1:1)
Medio 3 Benceno, etanol (4:1)
Medio 4 Cloroformo, acetona (4:1)
Medio 5 Ciclo hexano: tolueno: di etilamina (75:15:10)
Medio 6 Cloroformo: metanol (90:10)
Medio 7 Acetato de etilo: cloroformo (1:1)
Medio 8 Metanol: amoniaco (100:1.5)
Medio 9 Cloroformo, acetona: (9:1);
Medio 10 Cloruro de metileno, acetona y etanol (4:4:2)
Medio 11 N-propanol, acetona (1:1)

Fuente: Segun Clarke las diferentes sustancias quimicas empleadas como
fases moviles para la identificacion de benzodiacepinas.

Tabla 9 .Factores de retencidon de benzodiacepinas identificadas con su
respectivo revelador

BENZODIACEPINA DRAGENDORFF IODOPLATINATO
ALPRAZOLAM 0,83 0,83
DIAZEPAM 0,84 0,84
CLONAZEPAM 0,85 0,85

Determinacion de Rf del Alprazolam, diazepam y clonazepam con reveladores
dragendorff y lodoplatinato.
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DETERMINACION DE BENZODIAZEPINAS

0
2
0
17
1
43
0 10 20 30 40 50

M Series? mSeriesl

Figura 4. Identificacion de Benzodiacepinas

Resultados de las muestras analizadas, reporta 43 (Positivo) y 17 (Negativo),
de un total de 60 muestras.

4.2 Contrastacién de hipotesis

Para realizar la contrastacion de hipotesis, se procedi6é a aplicar la medida
estadistica denominada coeficiente kappa de Cohen, el cual suele utilizarse
para medir la concordancia en las evaluaciones entre dos evaluadores. En
el caso de este estudio, se trata de establecer la validacion de una nueva
técnica analitica por cromatografia en capa fina para la identificacion de
benzodiacepinas en muestras de orina. Para ello, se conté con la
participacion de dos observadores profesionales, cuyas apreciaciones
acerca de la separacibn e identificacibn de cada una de las
benzodiacepinas se analizaron con el coeficiente kappa de Cohen para
determinar el grado de acuerdo al que llegaron. La ecuacién para k es:

_ Pr(a) —Pr(e)
~ 1-—Pr(e)
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Donde Pr (a) es el acuerdo observado relativo entre los observadores, y Pr
(e) es la probabilidad hipotética de acuerdo por azar, utilizando los datos
observados para calcular las probabilidades de que cada observador
clasifique aleatoriamente cada categoria. Si los evaluadores estan
completamente de acuerdo, entonces K = 1. Si no hay acuerdo entre los

calificadores distinto al que cabria esperar por azar, k = 0.

Contrastacion de la hipotesis general

Ho: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam, diazepam y clonazepam en muestras

de orina, no cumple con los parametros de desempefio de la validacion.

Hi: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam, diazepam y clonazepam en muestras

de orina, cumple con los pardmetros de desempefio de la validacion.

Regla de decision: La comprobacion de la hipotesis general esta dada en
funcién de las contrastaciones realizadas con cada una de las hipétesis
especificas. En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula de la hipotesis

general de estudio.

Contrastacion de las hipétesis especificas

Hipotesis especifica 1:
Ho: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de alprazolam en muestras de orina, no cumple con

los parametros de desempefio de la validacion.
Hi: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para

identificar metabolitos de alprazolam en muestras de orina, cumple con los

parametros de desempefio de la validacion.

46



Nivel de significancia: a=0,01.

Estadistica de prueba: Coeficiente kappa (k) de Cohen = 0,737

Estimacion del p-valor: Significacion aproximada = 0,001

Regla de decision: Si p-valor < 0,01, entonces k es significativo.
Como p-valor = 0,001 < 0,01;

Por tanto, k = 0,737 es significativo y se

rechaza Ho.

Tabla 10. Contingencia de la identificacion de metabolitos de Alprazolam
por 2 observadores

Alprazolam: Observador 2

Total
Si No
14 2 16
Si
Alprazolam: 70,0% 10,0% 80,0%
Observador 1 N 0 4 4
0
0,0% 20,0% 20,0%
14 6 20
Total
70,0% 30,0% 100,0%

Se aprecia que el observador 1 identificé metabolitos de Alprazolam en 16
(80%) muestras de orina, mas no en 4 (20%); mientras que el observador
2 logro identificar metabolitos de Alprazolam en 14 (70%) muestras, pero
no en 6 (30%). De este modo, la medida de acuerdo obtenida mediante el
coeficiente kappa de Cohen establece un valor de 0,737, que equivale a
73,7% de concordancia, el cual es considerado como de buen acuerdo
entre las observaciones comparadas. Este resultado, al ser significativo al
nivel de p-valor<0,01, permite validar la nueva técnica por cromatografia

en capa fina para identificar metabolitos de Alprazolam en muestras de
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orina. Por consiguiente, se rechaza la Ho de la primera hipétesis

especifica.
Alprazolam:
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Alprazolam: Observador 1

Figura 5. Distribucién de las frecuencias de identificacion de metabolitos
de Alprazolam por los observadores 1y 2

Ho: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de diazepam en muestras de orina, no cumple con

los pardmetros de desemperio de la validacion.

Hi: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de diazepam en muestras de orina, cumple con los

pardmetros de desempefio de la validacion.

Nivel de significancia: a=0,01.
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Estadistica de prueba: Coeficiente kappa (k) de Cohen = 0,794

Estimacion del p-valor:  Significacion aproximada = 0,000

Regla de decision: Si p-valor < 0,01, entonces k es significativo.
Como p-valor = 0,000 < 0,01,
Por tanto, k = 0,794 es significativo y se

rechaza Ho.

Tabla 11. Contingencia de la identificacion de metabolitos de Diazepam
por 2 observadores

Diazepam: Observador 2

Total
Si No
11 2 13
) Si
Diazepam: 55,0% 10,0% 65,0%
Observador 1 N 0 7 7
0
0,0% 35,0% 35,0%
11 9 20
Total
55,0% 45,0% 100,0%

Como se registra en la tabla, el observador 1 identificé metabolitos de
Diazepam en 13 (65%) muestras de orina, mas no en 7 (35%); mientras
que el observador 2 logré identificar metabolitos de Diazepam en 11
(55%) muestras, pero no en 9 (45%). En tal sentido, la medida de acuerdo
obtenida mediante el coeficiente kappa de Cohen establece un valor de
0,794, que equivale a 79,4% de concordancia, el cual es considerado
como de buen acuerdo entre las observaciones comparadas. Este
resultado, al ser significativo al nivel de p-valor<0,01, permite validar la
nueva técnica por cromatografia en capa fina para identificar metabolitos
de Diazepam en muestras de orina. Por consiguiente, se rechaza la Ho de

la segunda hipoétesis especifica.
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Figura 6. Distribucién de las frecuencias de identificacion de metabolitos
de Diazepam por los observadores 1y 2

Ho: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de clonazepam en muestras de orina, no cumple
con los parametros de desempefio de la validacion.

Hi: La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina para
identificar metabolitos de clonazepam en muestras de orina, cumple con
los parametros de desemperio de la validacion.

Nivel de significancia: a=0,01.

Estadistica de prueba: Coeficiente kappa (k) de Cohen = 0,800

Estimacién del p-valor:  Significacion aproximada = 0,001
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Regla de decision: Si p-valor < 0,01, entonces k es significativo.
Como p-valor = 0,001 < 0,01;

Por tanto, k = 0,800 es significativo.

Tabla 12. Contingencia de la identificacion de metabolitos de
Clonazepam por 2 observadores

Clonazepam: Observador 2

Total
Si No
10 2 12
Si
Clonazepam: 50,0% 10,0% 60,0%
Observador 1 \ 0 8 8
0
0,0% 40,0% 40,0%
10 10 20
Total
50,0% 50,0% 100,0%

Como se aprecia en la tabla, el observador 1 identific6 metabolitos de
clonazepam en 12 (60%) muestras de orina, mas no en 8 (40%); mientras
qgue el observador 2 logré identificar metabolitos de Clonazepam en 10
(50%) muestras, pero no en otras 10 (50%). Asimismo, la medida de
acuerdo obtenida mediante el coeficiente kappa de Cohen establece un
valor de 0,800, que equivale a 80,0% de concordancia, el cual es
considerado como de buen acuerdo entre las observaciones comparadas.
Este resultado, al ser significativo al nivel de p-valor<0,01, permite validar
la nueva técnica por cromatografia en capa fina para identificar
metabolitos de clonazepam en muestras de orina. Por consiguiente, se

rechaza la Ho de la tercera hipétesis especifica.
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Figura 7. Distribucién de las frecuencias de identificacion de metabolitos

4.3

de Clonazepam por los observadores 1y 2

Discusion de resultados

La bibliografia consultada refiere que la cromatografia en capa fina
(CCF) permite identificar sustancias en fluidos, 6érganos, compuestos
empleando una fase mdvil y una fase estacionaria. Es una marcha
analitica que, mediante el empleo de diferentes reactivos reveladores,
identifica sustancias mediante la visualizacion de manchas. Cuando no
se conoce la naturaleza de la intoxicacion, envenenamiento o cual es la
sustancia a investigar, el screening toxicologico por la CCF identifica y
separa grupos quimicos, lo que permite una orientacion primero y luego

una identificacion.
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A pesar que se refiere como prueba preliminar, al ser comparado con un
estandar, previo proceso de extraccion, y tener un Rf (factor de
retencion) definido de acuerdo a la fase movil empleada, es
perfectamente aceptado en los métodos analiticos, prueba de ello es
gue las dos entidades que emiten dictamenes periciales toxicoldgicos en
el Pert: PNP y MP, emplean estos métodos cuando le son solicitados

examenes quimico toxicologicos.

Es importante considerar que se debe tener algunas consideraciones a
fin de que la identificacion del o los analitos no tenga alguna variabilidad,
0 sea capaz de ser detectada, ya que en este método influyen mucho los
limites de deteccidn. Sin embargo, para la realizacién de la CCF se debe
cumplir con lo siguiente: adecuado proceso u obtencion del extracto
seco (fase acida y fase alcalina), secado preferentemente a temperatura
ambiente, sembrado adecuado haciéndolo aproximadamente a un cm de
la base de la placa, buena preparacion de la misma, donde debe ser de
forma uniforme y evitar interferencias, el sembrado de los estandares
para ser confrontados con los probables analitos presentes en una

muestra problema, entre otros.

Durante los ensayos se emplearon diferentes fases méviles, reactivos de
identificacion, procesos de extraccion y pruebas directas que muchas
veces no daban resultados esperados a pesar que se recogian
informacién bibliografica de guias, manuales, tesis desarrolladas,
papers, entre otros. Se ensayaron proporciones de fases moviles a
pesar de algunas limitaciones, pero se fueron consiguiendo resultados

alentadores.

Se emplearon diversas fases moviles como Ciclo hexano: tolueno: di
etilamina (75:15:10); Cloroformo: metanol (90:10); Acetato de etilo y
cloroformo (1:1); metanol: acetona: trietanolamina (1:1:0,01); cloroformo:
acetona (4:1); metanol: acetona (1:1); metanol: amoniaco (100:1.5); N-
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propanol: acetona (1:1); Acetato de etilo: metanol: amoniaco al 25%
(85:10.5); cloroformo, acetona: (9:1); cloruro de metileno, acetona y

etanol (4:4:2), benceno, etanol (4:1) entre otros.

El objetivo en un primer momento era validar una técnica analitica que
permita identificar benzodiacepinas mediante la cromatografia en capa
fina (CCF), para ello era necesario buscar una especificidad, lo cual
indicaria que un determinado reactivo sea especifico para la

identificacion de una sustancia (benzodiacepina).

Luego de diversos ensayos se determiné que no habia especificidad
para identificar benzodiacepinas (alprazolam, clonazepan y diazepam),
al comprobar la no existencia de reactivo especifico. Luego de ello se
planted otro objetivo, el cual consistia en buscar una técnica selectiva de

identificacion de benzodiacepinas.

Los ensayos indican que, al emplear diversas fases moviles y reactivos
reveladores, no se encontré especificidad, pero si se pudo establecer
reactivos que mostraban mayor selectividad al momento de revelar las
placas cromatograficas. Se indica a los reactivos de Dragendorff,
lodoplatinato, Markis, Tiocianato, apoyados con otros reactivos como
Acido Clorhidrico, formaldehido que permitia intensificar los colores que
se mostraban en las placas cromatograficas. También se debieron

calentar las placas para favorecer la reaccion quimica.

A pesar de que la visualizacion de manchas que aparecen al emplear
reactivos en la aspersion permite comparar una mancha con otra, se
debe considerar que no siempre se tratan de estandares frente a
sustancias puras, sino que también se tienen metabolitos productos del
proceso de biotransformacion que suceden en el organismo al ingerir

una sustancia.
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La aparicion de manchas, se ve apoyada en la obtencion de los Rf de
cada sustancia, que varian de forma minima, pero mantienen un
promedio, lo que va de acuerdo a las diferentes fases moviles que se

emplean en el examen quimico toxicologico.

La altura de migracion es particular para cada sustancia, lo cual indica,
gue, si dos manchas se encuentran a alturas diferentes, ello indica que
son sustancias diferentes, de otro lado cuando las sustancias tienen la
misma altura de recorrido y la misma coloracion, reaccionando al mismo
reactivo, se tratan de sustancias iguales, los cuales se pueden confirmar
con otros reactivos, o llevados también a un equipo como el

espectrometro de masas.

55



CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Se logré validar una técnica analitica para identificar benzodiacepinas
alprazolam, diazepam y clonazepam, por el método de cromatografia en
capa delgada.

Se identificaron diferentes fases moviles y reactivos reveladores principales
como Dragendorff, lodoplatinato, Markis, Tiocianato, que identifican
benzodiacepinas (alprazolam, clonazepam y diazepam) mostrando una alta
selectividad el Dragendorff, lodoplatinato por el método de cromatografia

en capa fina.

5.2 RECOMENDACIONES

Realizar ensayos analiticos diversos para identificacién de drogas, toxicos

y venenos involucrados en hechos delictivos.

Validar diversas técnicas para identificacion de sustancias quimicas como

toxicos, drogas o venenos por el método de cromatografia en capa fina.

Implementar en las universidades publicas o privadas y en su facultad de
Farmacia y Bioquimica, laboratorios de toxicologia que sirva como soporte
cientifico a la comunidad en las diferentes éareas de toxicologia

principalmente en el area clinico forense.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

VALIDACION DE UNA TECNICA 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 ANO 2017”.

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLE

OPERACIONALIZA-
CION DE VARIABLE

DIMENSION

INDICADORES

Problema general

¢Se puede 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?

Objetivo General

Validar una técnica analitica  por
cromatografia de capa fina para identificar
metabolitos de alprazolam, diazepam,
clonazepam en muestras de orina en
pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo

en el afio 2017.

Hipotesis General

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa fina
para identificar metabolitos de alprazolam, diazepam y
clonazepam en muestras de orina, cumple con los

parametros de desempefio de la validacién

Variable Independiente

Validacion de la técnica
analitica en cromatografia

en capa fina

La identificacién de benzodiacepinas
se realiza por un método analitico
(CCF), el cual sera validado por

juicio de expertos

Técnica analitica por
CCF

Presencia o
ausencia de

benzodiacepinas

Identificacion  de
benzodiacepinas
Identificacion  de

benzodiacepinas

Problema especifico

¢De qué forma la validacion de la técnica
analitica por cromatografia en capa fina
permite identificar metabolitos de alprazolam
en muestras de orina en pacientes adultos del

Hospital Dos de Mayo en el afio 20177

¢De qué forma la validacion de la técnica
analitica por cromatografia en capa fina
permite identificar metabolitos de diazepam en
muestras de orina en pacientes adultos del

Hospital Dos de Mayo en el afio 20177

¢De qué forma la validacion de la técnica
analitica por cromatografia en capa fina
permite identificar metabolitos de clonazepam
en muestras de orina en pacientes adultos del

Hospital Dos de Mayo en el afio 2017?

Objetivo especifico

Validar la técnica analitica por cromatografia
de capa fina para identificar metabolitos de
alprazolam en muestras de orina en
pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo

en el afio 2017.

Validar la técnica analitica por cromatografia
de capa fina para identificar metabolitos de
diazepam, en muestras de orina en
pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo

en el afio 2017.

Validar la técnica analitica por cromatografia
de capa fina para identificar metabolitos de
clonazepam en muestras de orina en
pacientes adultos del Hospital Dos de Mayo
en el afio 2017.

Hipotesis Especifica

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa
fina para identificar metabolitos de alprazolam en
muestras de orina, cumple con los parametros de

desempefio de la validacion.

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa
fina para identificar metabolitos de diazepam en
muestras de orina, cumple con los parametros de
desempefio de la validacion.

La nueva técnica analitica por cromatografia en capa
fina para identificar metabolitos de clonazepam en
muestras de orina, cumple con los parametros de

desempefio de la validacion.

El uso correcto de los instrumentos calificados y
calibrados permiten la validacion de la técnica analitica
por cromatografia en capa fina para identificar
metabolitos de flunitrazepam, diazepam y clonazepam
en muestras de orina en pacientes adultos del Hospital
Dos de Mayo afio 2017.

Variable dependiente

Identificacion de las
benzodiacepinas
alprazolam, diazepam y

clonazepam.

Validacién por
juicio de expertos
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Anexo 2. Fluxograma del andlisis quimico toxicologico —fasel

MUESTRAS PROBLEMA

(SANGRE- ORINA)

l

BANO MARIA

24 HORAS

l

FILTRACION

EMBUDO DE
DECANTACION

!

SOLUCION ACUOSA

(FILTRADO)

l

ETER

15-20 ML

!

SEPARACION DE FASES (ACUOSA
Y ORGANICA)

l

FRACCION ACIDA

EMBUDO DE
DECANTACION

!

SOLUCION ACUOSA +
AMONIACO

}

ETER

15 ml—20 ml

l

SEPARACION DE FASES
(ACUOSA Y ORGANICA)

FRACCION ALCALINA
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Anexo 3. Fluxograma del andlisis quimico toxicolégico —fase2

PREPARACION DE PLACAS
CROMATO GRAFICAS

SEMBRADO DE ESTANDARES,
MUESTRAS PROBLEMA

COLOCAR EN CUBAS CON FASES
MOVILES

RETIRAR LAS PLACAS CUANDO
RECORRAN HASTA UN 80%

SECADO A MEDIO AMBIENTE O
CAMPANA EXTRATORA

RVO. DRAGENDORFF
REVELADO (REACTIVOS

REVELADORES)
RVO. IODOPLATINATO

INTERPRETACION DE RESULTADOS



Anexo 4. Separaciéon de fases organicay acuosa

Filtracion de las muestras problemas (orina) de personas que se
han administrado benzodiacepinas.

Anexo 5. Proceso de filtraciéon

Separacion de la fase acuosa y la fase organica.
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Anexo 6. Tornasol para medir acidez o alcalinidad — pH -

Tornasol que determina el grado de acidez o alcalinidad de la sustancia a
investigar (muestra problema)

Anexo 7. Preparacion y activacion de placas

Secado y activacion de la placa cromatografica.
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Anexo 8. Extracto seco 1° fase

Frascos viales donde se realizé la extraccion a partir de la soluciéon
acuosa.

Anexo 9. Sembrado de muestras problemas (benzodiacepinas) en placas
cromatograficas
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Anexo 10. Placas cromatograficas en fase movil

Anexo 11. Reactivos reveladores empleados en identificacion de
benzodiacepinas
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Anexo 12. Ensayos de identificacion de tipos de benzodiacepinas
(diazepam, clonazepam, alprazolam, clordiacepo6xido)

' ]

Fuente: Identificacién de benzodiacepinas en ensayos analiticos empleando la
fase movil metanol: acetona: trietanolamina (1:1:0.01)

Anexo 13. Ensayos de identificacién de benzodiacepinas como grupo

farmacolégico

70



Anexo 14. Juicio de experto, validacion N# 1

I. DATOS GENERALES: MANUEL HERNANDEZ AGUILAR
TITULO: QUIMICO FARMACEUTICO CQFP 06875
AREA DE TRABAJO: LABORATORIO DE TOXICOLOGIA Y QUIMICA LEGAL - INSTITUTO
DE MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS FORENSES
OTRA LABOR: DOCENTE UNIVERSITARIO
EXPERIENCIA COMO PROFESIONAL: 27 ANOS
EXPERIENCIA COMO PERITO TOXICOLOGO FORENSE: 10 ANOS
CARGO: QUIMICO FARMACEUTICO ANALISTA

Considerar los procedimientos y realizacion de los analisis en
benzodiazepinas, siguiendo protocolos, manuales, guias, experticia. Evaluar segun criterios
establecidos de 1 a 5 puntos de acuerdo con:

identificaciéon de

II. OPINION: APROBADO Y APLICABLE

(1) Malo (2) Regular (3) Aceptable (5) Muy bueno | (5) Excelente
INDICACIONES CRITERIOS DE EVALUACION PUNTUACION
112 (3|4

Claridad Los protocolos y guias estan bien formulados X

Objetividad Razonamiento e imparcialidad X

Actualidad Los instrumentos se adecuan a criterios cientificos X
y tecnologicos

Organizacion Los procedimientos tienen orden légico X

Suficiente Son suficientes los protocolos X

Intencionalidad Es adecuado el método analitico a emplear X

Consistencia Esta basado en fuentes cientificas de la X
farmacologia y toxicologia

Coherencia Relacion entre protocolos, procedimientos e X
hipotesis

Metodologia La estrategia responde al objetivo de la X
problemética de la investigacion.

Pertinencia Existe relacion entre investigacion y metodo X
cientifico, ‘
TOTAL 50 |
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Anexo 15. Juicio de experto, validacion N#2

Il. DATOS GENERALES: EDGARD LUIS COSTILLA GARCIA
TITULO: QUIMICO FARMACEUTICO CQFP 11394
LABORO EN LABORATORIO DE TOXICOLOGIA Y QUIMICA LEGAL - INSTITUTO DE
MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS FORENSES
AREA DE TRABAJO: DOCENTE UNIVERSITARIO
EXPERIENCIA COMO PROFESIONAL: 12 ANOS
EXPERIENCIA COMO PERITO TOXICOLOGO FORENSE: 08 ANOS
CARGO: QUIMICO FARMACEUTICO ANALISTA

Considgrar los procedimientos y realizacion de los analisis en la identificacién de
benzodiazepinas, siguiendo protocolos, manuales, guias, experticia. Evaluar segun criterios
establecidos de 1 a 5 puntos de acuerdo a:

(1) Malo (2) Regular (3) Aceptable (5) Muy bueno | (5) Excelente
INDICACIONES CRITERIOS DE EVALUACION PUNTUACION
1123 | 4

Claridad Los protocolos y guias estan bien formulados X

Objetividad Razonamiento e imparcialidad X

Actualidad Los instrumentos se adecuan a criterios cientificos X
y tecnolégicos

Organizacion Los procedimientos tienen orden légico X

Suficiente Son suficientes los protocolos X

Intencionalidad Es adecuado el método analitico a emplear X

Consistencia Estd basado en fuentes cientificas de la X
farmacologia y toxicologia

Coherencia Relacién entre protocolos, procedimientos e X
hipotesis

Metodologia La estrategia responde al objetivo de la X
problematica de la investigacion.

Pertinencia Existe relacion entre investigacion y método X
cientifico,
TOTAL 50

Il. OPINION: APROBADO Y APLICABLE 11l. PUNTAJE: 50 PUNTOS

EDGARD LUJS COSTILLA GARCIA
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Anexo 16. Juicio de expertos, validacion N#3

I. DATOS GENERALES: WALTER RIVERA ALZE
TITULO: QUIMICO FARMACEUTICO
AREA DE TRABAJO: LABORATORIO DE TOXICOLOGIA Y QUIMICA LEGAL - INSTITUTO

DE MEDICINA LEGAL Y CIENCIAS FORENSES - MINISTERIO PUBLICO

OTRA LABOR: DOCENTE UNIVERSITARIO

EXPERIENCIA COMO PROFESIONAL: 10 ANOS

EXPERIENCIA COMO PERITO TOXICOLOGO FORENSE: 02 ANOS
CARGO: QUIMICO FARMACEUTICO ANALISTA

Considgrar .Ios procedimientos y realizacion de los analisis en la identificacion de
benzodiazepinas, siguiendo protocolos, manuales, guias, experticia. Evaluar segun criterios
establecidos de 1 a 5 puntos de acuerdo con:

II. OPINION: APROBADO Y APLICABLE

(1) Malo (2) Regular (3) Aceptable (5) Muy bueno | (5) Excelente
INDICACIONES CRITERIOS DE EVALUACION PUNTUACION
2|13 |4

Claridad Los protocolos y guias estan bien formulados X

Objetividad Razonamiento e imparcialidad X

Actualidad Los instrumentos se adecuan a criterios cientificos X
y tecnolégicos

Organizaciéon Los procedimientos tienen orden légico X

Suficiente Son suficientes los protocolos X

Intencionalidad Es adecuado el método analitico a emplear X

Consistencia Esta basado en fuentes cientificas de la X
farmacologia y toxicologia

Coherencia Relacion entre protocolos, procedimientos e X
hipétesis

Metodologia La estrategia responde al objetivo de |la X
problematica de la investigacion.

Pertinencia Existe relacién entre investigacion y método X
cientifico,
TOTAL 50 :

Waiter Rivas Alt
Quimico Farmaceutico
C.Q.FP. 13864
DNI: 09238422

IIl. PUNTAJE;, 50 PUNTOS
X
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Anexo 17. Flujograma de actividades

“VALIDACION DE UNA TECNICA 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 ANO 2017”.

SE DESCARTA
A PACIENTE

v

NO ACEPTA
/'y

INFORMACION
IDENTIFICACION DE SOBRE
PERSONAS — INVESTIGACION
(CONFIDENCIALIDAD)

TRASLADO DE

E—_— MUESTRA AL
I ARNDRATORIN

TOMA DE
MUFSTRA

v

O]

ACEPTA
VALIDACION DE TECNICA ) CRE(ID\IN(IZAA-LOAGFFI{I\’:\:IA ) PROCESAMIENTO

ANALITICA POR IDENTIFICACION DE LA MUESTRA
EXPERTOS TOXICOLOGOS ( )
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