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DIAZEPAM AND NORDIAZEPAM IN PLASMA: LIQUID-LIQUID AND SOLID PHASE EXTRACTION IN SAMPLE PRE-
TREATMENT FOR HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY ANALYSIS. Analysis of diazepam (DZP) and its
active metabolite nordiazepam (NDZP) in plasma is commonly performed in clinical medicine to ensure proper therapeutic effects
while minimizing the incidence of toxicity. This study aimed to optimize analytical parameters and compare two pre-treatment
techniques, liquid-liquid (LLE) and solid phase extraction (SPE), as well as liquid chromatographic conditions to analyze

simultaneously DZP and NDZP in plasma from 20 patients treated with a daily dose of 10 mg. Both techniques showed to be well

in line with the international criteria for analytical validation, which permitted to quantify DZP (66.2 — 1148.6 ng mL"') and NDZP
(138.5 - 808.6 ng mL ') in all samples. The correlation coefficients between SPE and LLE were respectively 0.9729 for DZP and

0.9643 for NDZP.
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INTRODUCAO

O diazepam (DZP), assim como os demais benzodiazepinicos,
possui propriedades hipndtica, tranqiilizante, antidepressiva,
sedativa e relaxante muscular'. E um farmaco largamente utilizado
para aliviar tens@o, ansiedade, espasmos musculares e controlar
estados epilépticos®. Esse farmaco ¢ biotransformado principalmen-
te ao nivel hepdtico por enzimas do sistema microssémico do
citocromo P450, CYP2C e CYP3A, sendo trés os metabdlitos bio-
logicamente ativos: nordiazepam (NDZP), temazepam e
oxazepam?>*,

A determinacdo de farmacos em fluidos bioldgicos deve ser
realizada para atender as necessidades clinicas e toxicoldgicas,
sendo de grande importancia no diagndstico de intoxicagdes aci-
dentais ou intencionais, em toxicologia forense para esclarecimen-
to da causa mortis e na monitorizaciio de pacientes em uso prolon-
gado do medicamento®®. O estabelecimento do melhor regime
terapéutico e estudos farmacocinéticos sé podem ser realizados se
métodos de andlise adequados™ estiverem disponiveis.

Os niveis plasmdticos de diazepam, assim como seu metabdlito
nordiazepam, sdo encontrados em concentragdes da ordem de
ng mL"', o que requer métodos com baixos limites de quantificagio'.
Ainda ndo estd estabelecido um intervalo terapéutico para este
farmaco que possa ser utilizado para a maioria dos pacientes. En-
tretanto, valores entre 300 e 400 ng mL"! de plasma foram relata-
dos por Baldessarini’, para o uso do DZP como ansiolitico. Hillestad
et al.® observaram niveis superiores a 400 ng mL"', em pacientes
que ingeriam doses didrias de 10 mg do farmaco.

Virios processos analiticos tém sido desenvolvidos para a
quantifica¢do de benzodiazepinicos em matrizes bioldgicas. Os
métodos mais comuns sdo a cromatografia gasosa (CG)'' com
detector de captura de elétrons e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com detector de UV'2. Esse ultimo método apre-
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senta a vantagem de ndo necessitar de prévia volatilizacdo ou
derivatizagdo do analito'>".

Qualquer que seja a técnica de identificagdo, as amostras bio-
l6gicas precisam passar por pré-tratamentos que visam a remocio
de interferentes da matriz e a extracdo e concentragdo dos analitos
de interesse. Este trabalho objetivou a otimizag¢@o das condigdes e
a comparacdo das técnicas de extrag@o liquido-liquido (ELL) e em
fase solida (SPE) e a identificagdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para andlise simultinea de DZP ¢ NDZP
em plasma de pacientes em uso do farmaco.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostragem

Para estudos de otimizagdo e validag@o analitica, utilizou-se
“pool” de plasma de ndo usudrios do farmaco (branco) fortificado
com padrdes de diazepam, nordiazepam e padrdo interno
(nitrazepam ou flunitrazepam, dependendo da técnica utilizada). A
populacgdo de estudo foi constituida de 20 pacientes em tratamento
com 10 mg dia™ de diazepam hd pelo menos 30 dias. Todos respon-
deram a um questiondrio com perguntas sobre caracteristicas e
habitos pessoais, assim como outros farmacos ingeridos na ultima
semana. O sangue foi coletado em sistema de coleta a vdcuo,
heparinizado, imediatamente antes da ingestdo da préxima dose
(estado de equilibrio dindmico), sendo o plasma separado até 1 h
apo6s a coleta e conservado sob refrigeragdo a 4 °C por, no maximo,
3 dias antes da andlise. Os voluntdrios foram informados do obje-
tivo do trabalho e assinaram o termo de consentimento de partici-
pacdo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Efoa/Ceufe.

Solucbes-padrao
As solugdes-padrao de diazepam e nordiazepam (Sigma®, min.

98%) foram preparadas pela dissolucdo de cada formaco em metanol
(EM Science®, grau HPLC) para obter a concentra¢do de Img mL".
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A partir destas, preparou-se solucdes de trabalho através de dilui-
cOes sucessivas para resultar nas seguintes concentragdes finais,
em plasma 50, 100, 200, 300, 500, 600, 800, 900 e 1200 ng mL".
Desta mesma maneira também foram preparadas solucdes-padrao
de outros dois benzodiazepinicos, nitrazepam e flunitrazepam
(Sigma®, min. 98%), para serem usadas como padrdes internos, na
concentragdo de 100 ug mL"' de plasma.

Analise cromatografica

Para quantificar os analitos foi utilizado o cromatdgrafo a li-
quido Shimadzu série LC-10 com injetor automatico, equipado com
coluna de fase reversa C18 (15 cm x 4,6 mm ID x 5 um de particu-
la), pré coluna C18 (4 cm x 4,6 mm ID x 5 pm de particula) e
detector de UV com leitura em 228 nm. A fase mdvel consistiu de
KH,PO, (Vetec®) 0,01 mol L™, pH 3,5: acetonitrila (EM Science®)
(69:31, v/v), vazdo de 1,5 mL min!, temperatura do forno de 35 °C
e volume de injecdo de 50 pL.

Técnica de extracao liquido-liquido

Ap6s estudos da composicio do solvente e pH de maior rendi-
mento na extracdo, a seguinte técnica é proposta: em um tubo de
ensaio, colocar 0,5 mL de plasma, 10 uL de nitrazepam 100 pg mL"!
(padrdo interno), 2 mL de solucdo de fosfato de sédio bibasico pH
9,0 e 5 mL de n-hexano: etanol (90:10, v/v). A seguir, agitar em
agitador tipo vértex por 3 min e centrifugar por 5 min a 715 g. Em
um béquer com fundo cdnico, colocar 3 mL da fase organica e
evapord-la até a secura em banho de dgua a 60 °C, sob fluxo de
nitrogénio. Ressuspender o residuo em 400 uL de fase mdvel e
injetar 50 pL no CLAE.

Técnica de extracdo em fase sélida

Primeiramente foram realizados alguns testes para a otimizagao
das condi¢des de condicionamento, lavagem e elui¢do dos analitos
dos cartuchos de SPE (solugdes, solventes e vazdes).

Estando essas condicdes definidas, a técnica proposta é: com
vazdo de 2 mL min", condicionar o cartucho SPE C18 com 2 mL
de metanol e 1 mL de 4gua milli-Q. A seguir, passar a amostra
diluida - 0,5 mL de plasma, 10 pL de flunitrazepam 100 pg mL"!
(padrio interno) e 3 mL de tamp@o borato alcalino 0,1 mol L', pH
9,0. Lavar o cartucho com 3 mL do mesmo tampio, 4 mL de dgua
milli-Q e 1 mL de acetonitrila 5% (v/v). Apds secar a coluna, eluir
os analitos com 3 mL de n-hexano:metanol (90:10, v/v). Recolher
2 mL da fase orginica, evapora-la, sob nitrogénio, a 40 °C e
reconstituir o residuo com 400 pL de fase mével. Injetar 50 L no
CLAE.

Parametros de validacao

Para o estudo da linearidade, amostras de “pool” de plasma
branco foram fortificadas com quantidades conhecidas de diazepam,
nordiazepam e padrdo interno, para se obter concentragdes entre
50 e 1200 ng mL" (6 replicatas/concentra¢do). Para construgio da
curva, usou-se a drea relativa média de cada concentragdo (drea do
pico do DZP e do NDZP pela drea do padrdo interno). O limite de
quantificacdo (LOQ) foi definido como a menor quantidade dos
analitos nas amostras com precisdo aceitdvel, isto é, com coefici-
ente de variacdo menor que 10%'.

Para determinar a precisdo intra-ensaio foram analisadas amos-
tras de plasma branco fortificadas com concentragdes de diazepam
e nordiazepam de 100, 300 e 600 ng mL" para ELL e de 200, 500 ¢
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800 ng mL! para SPE. Para cada concentracdo foram analisadas 5
replicatas. Amostras de plasma branco fortificadas com 100, 300,
600 ng mL"' de diazepam e de nordiazepam, além de 900 ng mL"!
para ELL e de 800 ng mL"! para SPE, em quintuplicata, foram
submetidas aos métodos de extracdo para o cdlculo da recuperacio
relativa.

RESULTADOS

A Figura 1 mostra dois cromatogramas CLAE para amostra do
“pool” de plasma branco, extraida por ELL e por SPE, o que deno-
ta a auséncia de compostos interferentes da matriz na regido de
interesse por ambas as técnicas. A Figura 2 mostra dois croma-
togramas de amostra de um paciente que ingeria 10 mg dia™!, adici-
onada com os respectivos padrdes internos, apds ELL e SPE. Para
ELL, o padrdo interno que apresentou melhor resposta foi o
nitrazepam e para SPE, o flunitrazepam.

A faixa de linearidade estudada para ambos os métodos foi de
50 a 1200 ng mL"' e as curvas analiticas para o diazepam resulta-
ram nas equagdes da reta (coeficiente de correlagdo) de y = 0,009x
—0,28 (r =0,9970) para a ELL e y = 0,0011x — 0,0335 (r = 0,9978)
para SPE. Para o nordiazepam foram de y = 0,0092x — 0,6678 (r =
0,9910) para ELL e de y = 0,0008x — 0,0838 (r = 0,9875) para SPE.

O limite de quantificagdo (LOQ) foi estabelecido em 50 ng de
diazepam por mL de plasma, em ambas as técnicas.

A Tabela 1 apresenta os coeficientes de variagdo intra-ensaio
(% CV) encontrados nos estudos de repetibilidade do método de
ELL e SPE, para ambos os analitos estudados. A recuperacado rela-
tiva média foi de 95,7% para DZP e de 97,7% para NDZP em ELL
e de 94,2% para DZP e de 91,4% para NDZP em SPE (Tabela 2).

Usando-se a ELL, os teores plasmaticos de DZP variaram en-
tre 66,2 e 730,0 ng mL"' (mediana = 255,5; média = 293,8, desvio
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Figura 1. Cromatogramas de amostra de plasma branco extraida por ELL
(a) e por SPE (b)
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padrdo = 184,9) e os do nordiazepam entre 138,5 e 951,3 ng mL"!
(mediana = 377.,4; média = 460,5, desvio padrdo = 221,8).

Ap6s extracdo por SPE, as concentragdes plasmadticas ficaram
entre 118,3 e 934,2 ng mL"! (mediana = 284,4; média = 396,4, desvio
padrao = 298,1) para o DZP e entre 215,1 e 830,3 ng mL"' (mediana
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Figura 2. Cromatogramas de amostra de plasma de paciente extraido por
(a) ELL e (b) por SPE (302,9 ng mL' de diazepam e 356,0 ng mL"' de
nordiazepam): (a) 1 - nitrazepam, 2 - nordiazepam e 3 - diazepam; (b) 1 -
flunitrazepam, 2 - nordiazepam e 3 - diazepam

Tabela 1. Coeficientes de variacdo dos estudos de repetibilidade
dos dois métodos de extragdo: liquido-liquido (ELL) e em fase
solida (SPE)

Concentragdo Coeficiente de variacdo (%) (n =35)
(ng mL™") Diazepam N-nordiazepam
ELL SPE ELL SPE
100 2,38 2,87
200 8,95 1,40
300 1,50 2,78
500 8,82 3,51
600 2,34 1,27
800 5,08 3,36

Tabela 2. Recuperagao relativa (valores médios) dos métodos de
extragdo: liquido-liquido (ELL) e em fase sélida (SPE)

Concentragdo Recuperagio (%)(n = 95)

(ng mL™") Diazepam N-nordiazepam
ELL SPE ELL SPE
100 90,2 92,7 93,4 87,2
300 96,9 91,9 96,8 91,5
600 94,5 92,9 98,4 90,2
800 99,1 96,6

900 101,1 102,1
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= 376,5; média = 455,0, desvio padrdo = 166,8) para o NDZP.

A Figura 3 denota a correlagdo dos resultados de diazepam e
nordiazepam em plasma de pacientes, obtidos pelas duas técnicas
de pré-tratamento das amostras.
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Figura 3. Correlagdo de resultados de (a) diazepam e (b) nordiazepam em
plasma de pacientes sob tratamento com o farmaco pelas técnicas de extragdo
liquido-liquido (ELL) e em fase solida (SPE)

DISCUSSAO

Para a otimizag@o da extracdo por fase sélida, avaliou-se dife-
rentes tipos de cartuchos C18. As colunas C18 normalmente sdo
industrializadas com 200 ou 500 mg de fase sélida e a escolha
depende do volume e complexidade da amostra, assim como dos
teores dos analitos a serem retidos. Pelos testes realizados com
plasma e concentra¢des dos analitos no intervalo terapéutico, o
uso da SPE C18 500 mg forneceu resultados melhores em relagdo
a de 200 mg, sendo entdo a escolhida para a analise.

Também foram observadas variagdos na velocidade de eluicio
e recuperacdo ao se usar cartuchos de diferentes procedéncias. Por
este motivo, procurou-se usar durante a otimizacdo da técnica car-
tuchos de mesma marca. Mesmo assim, foram observadas varia-
¢oOes nas vazdes dos solventes usados no sistema a vacuo de extra-
¢do, tendo sido necessério fazer ajustes na pressdo para possibili-
tar vazdes mais constantes. Os cartuchos de SPE sdo normalmente
de polipropileno, podendo adsorver o analito na parede e aumentar
a interferéncia na analise'’.

Na otimizacdo da técnica de extracdo em fase sélida faz-se
necessdrio escolher as condi¢des de condicionamento, lavagem e
eluicdo de analitos de acordo com o tipo de fase usada. A fase
octadecila ligada ao silanol (Si-C H,) permite a interagdo com
farmacos mais apolares, entre os grupos CH do adsorvente e do
analito (van der Walls). Consequentemente, a retencdo do DZP pode
ter sido mais eficaz que seu metabdlito, mais polar, o NDZP. O
pré-condicionamento das colunas com MeOH/H,O (polar) facilita
a ligacdo de compostos apolares as cadeias adsorventes, enquanto
o solvente menos polar (n-hexano/MeOH) usado na elui¢do dos
analitos ¢é capaz de desfazer a interacdo apolar. O tempo necessdrio
para a cromatografia de todos os analitos dos extratos de plasma
foi de 20 min/amostra, apds otimizacdo da vazdo e tipo da fase
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movel, assim como da melhor temperatura (35 °C) de manutencéio
da coluna cromatogréfica.

Viérios sdo os solventes indicados na literatura para ELL de
DZP do plasma, como cloroférmio®, éter etilico'®, n-hexano: diclo-
rometano', acetato de etila®. Entretanto, para possibilitar a extra-
cdo simultdnea de DZP e seu metabdlito ativo (NDZP), que apre-
senta caracteristicas quimicas diferentes do DZP, foi necessdrio
modificar o solvente por adi¢do ao n-hexano (apolar) de metanol
(mais polar), o que possibilitou boa recuperacdo de ambos os
analitos. A adicdo de solucdo de fosfato dibdsico, pH=9,0, também
¢ necessaria para melhorar a extracdo dos analitos, bases fracas, de
amostra de plasma'’.

Neste trabalho, notou-se valores significativamente mais ele-
vados (teste t Student, p < 0,05) de DZP ap6s extragdo por SPE em
relagdo a extragdo por ELL, ndo sendo a diferenca significativa
para o nordiazepam. Provavelmente, as diferentes afinidades dos
dois analitos pelo sistema solvente ¢ pH usados na ELL e na eluicio
por SPE levam a seus comportamentos diversos. Entretanto, ¢ muito
importante otimizar a técnica para extracdo, identificagdo e quanti-
ficacdo simultdnea de DZP e NDZP numa mesma amostra, € numa
Unica corrida cromatografica, quando o paciente faz uso prolonga-
do deste farmaco, pois, dependendo do tempo decorrido entre a
ingestdo do medicamento e a coleta do sangue vai haver predomi-
nincia do metabdlito ativo, como ficou evidenciado em diversos
pacientes. Ao nordiazepam ¢ atribuido o efeito sedativo prolonga-
do do diazepam’.

Ambas as técnicas de extragdo apresentaram resultados ade-
quados no que se refere a otimizag@o das condicdes e aos pardmetros
de validacdo, permitindo sua aplicacdo na monitoriza¢do de paci-
entes sob tratamento com diazepam. Embora os resultados da SPE
se apresentassem dentro dos padrdes aceitos de validacdo quando
se usa material bioldgico e esta técnica tenha a vantagem do con-
sumo reduzido de solventes e, conseqiientemente, baixa exposi¢ao
do analista, a ELL mostrou-se mais eficiente, mais precisa e com
gasto de menor tempo de andlise. E importante ressaltar que se
usou um sistema “manifold” (Supelco®), processo manual de pas-
sagem das amostras e solugdes através dos cartuchos C18, ndo sendo
possivel controlar o uso concomitante de mais de 3 deles devido as
variacdes nas vazdes, o que resultou em maior gasto de tempo nes-
ta extrag@o. Houve correlacdo significativa entre os resultados de
DZP e de NDZP obtidos apés pré-tratamento das amostras por
ambas as técnicas, com coeficiente de correlagdo de Pearson de
0,9729 para o DZP e 0,9643 para o NDZP (Figura 3).

Quanto ao limite de quantificacdo por CLAE (50 ng mL™") foi
menor que o reportado para CG/DCE, de 20 ng mL' '®. Entretanto,
este fato nfo constitui uma desvantagem, pois niveis plasmaticos
acima de 100 ng mL"' sdo encontrados com baixas dose didrias de
diazepam (5 mg dia™). O intervalo linear é abrangente, permitindo
detectar desde niveis terapéuticos de baixas doses (5 mg dia™) até
niveis para altas doses (40 mg dia™).

A especificidade dos métodos pode ser atestada no cromato-
grama do branco do “pool” de plasma (Figura 1), com a auséncia
de interferentes da amostra na regido de eluicdo dos benzodiaze-
pinicos. O oxazepam, outro dos metabdlitos ativos do DZP, apre-
sentou pico com tempo de retencio diferente dos demais metabdlitos
nas condi¢des cromatograficas utilizadas. Alguns dos pacientes
relataram o uso de outros farmacos ingeridos simultaneamente ao
DZP, como haloperidol (Haldol, 2 pacientes), prometazina
(Fenergam, 1 paciente), carbamazepina (Tegretol, 2 pacientes),
atenolol (1 paciente), omeprazol (2 pacientes) e diclofenaco de
sodio (1 paciente), sendo que nenhum destes farmacos mostrou
interferéncia na andlise cromatografica do DZP e NDZP.

Valores bastante diferentes de DZP e NDZP foram verificados
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no plasma dos pacientes frente a ingestdo de mesma dose didria de
diazepam, de 10 mg dia’'. Largas variagdes individuais também
foram observadas por Urias e Siqueira' para doses iguais em paci-
entes de clinicas psiquidtricas. Apesar de o farmaco ter sido recei-
tado pelo médico do paciente, é praticamente impossivel saber se
o mesmo estd realmente ingerindo a dose indicada. Resultados de
2 pacientes ndo foram considerados no estudo estatistico, pois es-
tavam anormalmente elevados (acima de 1300 ng mL™"), ndo espe-
rados para doses de 10 mg dia' de DZP, sendo que valores acima
de 900 ng mL" sdo compativeis com casos de intoxicagdo pelo
farmaco. Este fato corrobora a importancia de se individualizar a
dose didria do medicamento com base no nivel plasmdtico 6timo
para cada paciente, objeto da monitoriza¢do terapéutica.

CONCLUSOES

Ambas as técnicas de pré-tratamento das amostras de plasma,
ELL e SPE, apresentaram caracteristicas que permitem suas aplica-
¢Oes na determinagdo simultinea do diazepam e seu principal
metabdlito ativo neste meio, o nordiazepam, para fins de monito-
rizagdo terapéutica ou de diagndstico de intoxicagdes por este
farmaco. Entretanto, a SPE apresentou maior variabilidade que a
ELL, ainda que a extracdo tenha sido mais segura e com menor gas-
to de solventes. Os métodos validados apresentam condi¢des de
repetibilidade, linearidade, recuperagdo relativa e limites de
quantifica¢do que lhes permitem o uso em andlises rotineiras do
diazepam e nordiazepam em plasma com finalidades diversas.
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