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IRTBOWCCION 

BD la actual.1cla4 el adlisi1 farmaclutico 11 bqa eztendido 

a una BnD cant1c1a4 de materiales, formae 4e 401itic11Cim 1 1111•! 
tru b1o16cicaa 1 tundamenta la obtenolm di re1Ulta4a di Htu­

clloa fa1111.Cooinltio011 1 biotarmaolutlco. que permiten e1tabl1oer 
1~ criteriOll necHU'iOB pan dl1arrolla' proc1uotoa tarmacluti -

COll 1 ncf•nH di 4a1f1cac16n con ba8H mú noional81. 
POI' ova parte, aacboa di lOI pro ble .. que lild ta bu al a­

úli1:L1 lllD Ho 4Haparec1en4o cea .,uaa di 1u t4omou analh! 

ou ao41l'UalJ •in ••llu'so H"" claNlllnte Htableciclo que 11 ºCI! 
pol'taaieato 481 mlto4o uaal!tico dlpende de Tario• tacton1 como 

•• la punR di 108 naotiT• ut1l:L ... 011, el funo1Cllllllieeto te 
1• imtZUMatoa 1 aparato• a1f como 1u tipo 1 ·mazroa entn aicu­
•• OVOI. ... dlt:Lmo upecto DOI lle'fa • la DICHidacl di ..... 

bleoer o:ri'terio. q1ilt dlteJ'lllinen la c0Df1ab:L1Ha4 di lu nnlte-

4• obteli4• por cualquier mho4o aaal!tioo, lo cual .. po.:Lble 

•41ante la uUliuoim di mlto401 Hta4f1·Ho• que lf'&c1u a ..... 

114ar 101 •toct•. 
LOI ••tucU• • iD'fHtigaciOMI b1otuwac4ut1001 ., fUMCoa! 

útioOI que 1e •feotuan, aaemado aon c011t01101 POI' lo que H :Ln -
4l•p•mable rodlane di precau1icaH que pel'lli taa obteDlr re1Ul­

ta401 oontiablH ue uesunn el rigor di la 1nterpNtaci&l2• J.e 
U. talH pncauiOMI H"" el contar con un Mto4o ual!Uco 
que 1ea Hui.ble, para nalizar valoncioma t04o el tieapo que 

•ea neoe1ario, 1 e1p1cft1co, para diferenoia:r al t"'-aoo de 1u• 

1111tabolU011. 
la DI0811d&4 ele talH 81tucH.OI, • Hpedfic ... nte di bi,! 
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41•ponib1li4ad 1 bioequivalenoia, naci6 de la observac16n que la 

eficacia teraplutioa cambiaba 11 la eapecial14a4 fal'lllaclutica 

que Htaba siendo adllini1tra4a era cambiada por otra o bien no 

era de la mi•• a1'Ca co11111'Cial
21

• 

lato ba •ido tu'billl obllena4o en paoitlltH 41.abltico• que 

al Htar oontrola4a. 001& tolblatuicla, salen 4t control ouaD4o 

por al&wia oaua llegan a cubiar c1I •rea ut1111an40 otra ap11-

nattm11&te •cau:l.TaleDte. 

POI' eao la tolbutamida ttae couic11nda pan Hte eatuclio 4• 

tllU tamll4o •• CNIDta ..... qui •• ua4a upli .. Dtt ID la P.! 
blaol&l 41.a'bltioa, que 111 tC11ioldal •• :r.lat1Talltlltt ba3a por lo 

ttat H 11 f,1900 lt 1leooU11 tD moho• cuoe 1 tubi'D porque 

11 llMNIAtn iaoluHa tD 101 cua41'09 Ñlioom 41 la S.S.A., I.S. 

s.s.1.1. 1 c111 1.1.s.s. 
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O!Jl!IVOS 

- .. tableoer un mltodo eapeotrototomltrioo para determinar 
tollllltuida en plu• Jmmano. 

- lteo'Wu la ft114a01&l 491 "'to4o mll!iante la detel'llinaci6n 

t. pal'Últroe Htadatio• aleouadOI. 

- Deoiür 1u concUciOAt• lla~o 1u cualea el mlto4o pue4a Hr 

utiUudo. 

- Ooacluir aobl'e la posible utilidad del mltodo en estudios 

di tanaoocidUoa, b:lo4i1poD1b1li4ad 1 bioequiqlencia. 
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GENERALIDADES 

lasonea, prop6eitos 1 necesidad de re~izar estudios de va­

li4ac16n de t'cnica• anallticaa.4 

Para coapnncler qu4 tanta into:rmaci6n de'8ao• obtener al e­

fectuar un Htutio cl.t validacUn, ea necesario cleecubrir la ut1-
l1dacl que tiene aa{ como las raaonea que impulsan a su reali1a -
ci6n ., lOI prop6eUoa que ae ptniguen. 

Bn todo eatuclio de invtatigaci6n qut sea :rtalilaclo loe dt.,2 

cloa ttn41ent•• a cuantificar la respuesta medible bo, en ella ti,! 
nen una Sl'Ul :lmportuoia. ID mchos eatuclioa te necHarlo cleter­

llinar alguna auataneia en el aterial ele Htutio, por lo que se 

4tbt contar' can alaua t'caica anaUtica para bactrlo. Sin e11baz 
10, ¿ o6ao UtlUU' que 101 l'Hultacloo obtenl40ll soii nalmlntt 

t14t41gnoe ' .lnte 11ta pregunta loa inveatigaclon• bal1 bicho UIO 

4t mftocloa 11tadet100. moderno• para. poder oonootr ., 111gurar 

la cant1ab11ida4 ele lo• reaultaclos obttniclOI para.que valsa la 

pena invertir en la :lnveetipo:l6n. A•imiemo, la cont:labiliclad 4• 

loe reeultaclo• hace que las interpretacione• que dt ellos se dt­

l'ivta t1ngan 11111or graclo 4t validez a la ves qut •• acercan ~a 
a la :realidad. De ah! podemos deducir que las razones que llevan 

a una valiclaci6n pueden atr de tivo lt1co y eoon6mico. 

In el caao que De 11Uestra, validar un m'todo por el cual ae 

cletermina un t'rmaco en plaema, las razones 'ticaa pueden ser 
lae siguientea1 asegurar la verdad de laE interpretaciones sin 

tratar de ela6&1lar, recorclan4o e.dem4s que mucha de la informaci6n 

que •• obtensa atril aplioaaa en beneficio dtl hombre mismo. El 
investigador, antes de lanzarse a la realizaci6n de un estudio 



debe prever la trascendencia que pudieaen tener los resultados 

que obtenca, por lo tanto no debe aventurarse usando un m6todo 

del cual no estl seguro de la confianza que pueda depositar en 

ellos2• 

Por otro lado, como ae dijo anteriormente, las 1nveetigac1,2 

nea se requieren de una 1nverai6n, una 1nvers16n c¡ue neceaita ser 

pr.:.tegicla pare. no maleaste.r lo poco o mucho que se tenga. Adtáa, 

tn el caso que 1e utilicen animale1 nada juatitica el que ce les 

baga sufrir imtiliatnte y cuando el hombre sea el sujeto ezpt:ri­

mtntal etto es más obvio2• 

Los prop'91toe que se persiguen han quec1a4o implioi toa en 

cada Wl8 de laa ra101111 dadas anteriormente por lo que toca lu­

gar el Htablecimiento dt la fOl"llla en que H val.Ha. 

Punto de vista ~1ta4f1tico de la valic1ac16a29,l9. 

Loe rHulta4• que pueden obt1nen1 por meüo clt uaa tlcm­

oa ual!tica ouutitatiTa IOD pro4ucto 4t una •clio14n que, como 

eatimaci6n que 11, e1d sujeta a un error. A e11 error lo pocle -

ma 41Yidir tn 4011 tl error controlable o error 4etel'lllina4o, el 

cual H 4tbe a ua falta clt control 4t caUclact 1 puede str •lim! 
na4oJ 1 el error incontrolable o 1n4ettrmina4o, tl cual •• proct¡ 

o14o por oauaaa ajenae al inve1tigactor por lo cual no puede aer 

tlim1Da4o aunque se estonaae en ello 1 que acttm 41pen4• 411 

uar. Da4o que el error 1n4tttl'llina4o ea un procluoto 4tl azar, 

1 H al qut propi1Mnte 11 debe la varlac16n 4t la •41o16n, 11 

la caracteri1t1oa que cltbt 11r val14ac1a. Bito H • la valtdao16n 

4t un mltolo aaalhico 11 refiH't a la tvaluac16n ouantttati'fl. 

dtl error in4ttermiaacto que le ea inherente•. 
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Ia val1daci6n de loa mltocta. 118 eapecit!ca por medio de con 

ceptoe tale& como exactitud, precisi6n, linearidad, eapecitici -

4acl, reproducibilidacl y repetibilidacl loa cuale1 quedan deacr1 -

tom por medio de pañmetroa estadbticoa y pruebas Htacl!aticas 

que lClll definen. BD lo que sigue ae dal'll una breve 4etinici6n de 

l• ocaceptoa menciaaaclo. u! como lo• pañmltroa eetad!aticoa 

qH loa 4ttlllen. 

Jllaot1tu4. I• el pecio de concordancia entre UD valor dete,t 

Id.nato y UD ftlor di ntennoia. SU H'H.maoi&a H uoc:la can la 

na ttl HTor 4tte:rm1Da4o 1 el error indltel'lliaato, o Ha, con 

el enOI' total• la enoU tu4 queda dltin:lda COD la metida ele la• 

o'b9enao:lca11 que •• nal:loea 1 el intervalo el• oODtiuma al 95'C 

c1I probab1114d. Dlb14o a que loa mltot• ualftioa. •• ven 1111.l 

taloe por loa apantoe • :l.UtNMnt• que •• uen 1 por 1aB ca .. 

notel°f•tiou prop:lu que le roclHn, la enoti tucl 11 Yt atectada 

POI' la ocaoentacUn cltl c011pueato por evaluar, por lo que •• I! 
OGllllllda etectuzo la evaluacUn CCID al MDOll trea difenntH CO! 

c1ntrao:lca11. la uoHldacl clt tener un valor 41 retenacia !lace 

que en la pÑCtica el compuesto por eYal11ar Ha ailaclido en cant!. 

clal8• oonocidu al •terlal clCIG4e va a ••r cletellllaaclo. 

Pno1•16n. 18 uaa medida clll grado el• concordancia entre 11!. 

clio:lcae• repeticlu. 41 uu ml•• propiec1&4. Bate tlnd.no es un P.!! 
oo ubi¡uo por lo que 101 autorH t1e1aclln a a&rlt ditenntea :ln­

ttrpntao:lC1D11. AJ.aun• 1• llaman pnci116a pero otroa lo ezp:re­

llD oomo npetioi&a o npetibiliclad y como reproclucib:ll:lclacl. co­

mo quiera que sea, el pal1lmetro eatacl!atico que lo deti~• es el 

coetlo:lente clt Yal'iac:l6n o 4eaviac16n ea"'14ar relativa. 

Sin embargo, la meatra de datos aobn la (!Ue se hace la 1! 
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ferencia en caaa ceso es diferente; en el primer ceso se trabaja 

con una sola l!llle&tra de datos obtenida por un analista. 
J.a repetici6n se relaciona con la dispersi6n de las observ! 

ciones al reducir n un mínimo el error determinado, o sea que es 

la concordancia obtenida entre determinaciones independientes d! 

aarrolladaa por un mismo analista usando la misma tlcnica, equi­

po, reac~ivoa, etc.,. Loa partlmetroa que le,. definen son la des - -
viaci6n eat"1dar, el intervalo de confianza y el coeficiente de 

variaci6n. Este dltimo nos permite comparar diferentes muestras 

aunque tengan diferente valor medio, 

Reproducibilidad. Es el grado de concordancia entre obaerv! 

cionee repetidas cuando se han introducido variaciones eri la OP! 

raoi6n. :En eete caso el an&li•i• se efectdn con alguna conclici6n 
diferente para cada muestra de datos obtenida, ·10 cual permite 

la diatincidn de reproducibilidad entre analistas, entre equipo, 
o entre laboratorioa, Los estacl!sticoe que la definen slbn los 

mismoa que para la repetici6n. 

Eapecitioidad. Ea el caso en que la medici6n ea debida dni­
camente a la sustancia que se quiere determinar y no a otras su! 

tanciaa, similares o no, que estln presentes en el material que 

se desea analizar. Si se conoce la sustancia o sustancias que 

puedall causar interferencias, en la prictica, se afladen junto 

con la sustancia de interla en cantidades conocic!u para ob9er -
var au efecto. Bate aspecto de la validaci6n cobra una importan­

cia :radical en 101 estudios de estabilidad y en tl aúlieia en 

fluidos biol6gicoa para 11tuclio1 tarmacocinlticoa o de biodispJ! 

nibilia.4. ID este caso la especificidad se establece comparan­

do las 111&11traa y tratando de ver si la diferencia que pueda e-
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xiatir entre ellas ea significativa. Tal comparación se hace me­
diante una piueba de bip6te111, suponiendo que la diferencia pr.! 

senta una dietribuc16n de t-Student y asumiendo que laa muestras 

provienen de la misma población'. 

Llnear14a4. B• la medici6n del grado en que una curva de º.! 

librac:Un ae aproxima a una lfnea recta o bien, el grado en que 

la wceptt..14&4 es conatante. Ia auceptividad dtl mltodo se def.! 

ne como la relaci6n entre la pendiente de una curva dt calibra -

ci6n 1 la variabilidad de loa puntos experimentales. Dicho en P! 
labna mú aiaple1, la linear:Hacl ea la medicla en que los -puntoa 

esptri .. ntal•• •• aprtlliman a una lfnea recta cuando las varia -
ble• ,ue ae maa.e~ui son la concentraci6n o cantidad aftacli4a a la 
materia que ae analiza 1 la concentraci6n o cantidad medida rae -

41ant• el ~iaia. 
LCMI pa~troa eatad{sticoa por los cualos se e•tabloce la 

linlarii&4 aon la pendiente, el intercepto, el coeficiente de C,2 

nelaci&i., el error eatúaar de la ngea16n 7 la Huitivida4. 
Limite ele detecci6n. Te.mbi&n ea llamado sensibilidad ·y se 

retitl'I a la menor cantidad del compuesto que puede ser determi­

nada al analisar el mterial de inttr4a. 
El l!mit• de detecc16n se determina con loa l!mitea de con­

tiama de la recta de regresi6n al ¡raf1car la centiaad ad1cioll! 
4& contra la reapuesta medida. Se traza una paralela ele la recta 
a una 4iatanc1a c1t -1.96 'J1/x ( l!mi te inferior de confianza) 1 

el intercepto con la aeñal 4ada por el :Nido noa seflalanl la H.,!! 

aibilidad del mltodo. 
lstabilidad de la muestra. En el caso de mltodoa para tlui-

409 biol6,;icos ae debe mostrar 11 los cambios fbicos o químicos 

, 1 
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de la muestra alteran la determinaci6n de la su8tancia do inte -

rtSs. Si hay alteraci6n, se deben establecer las condiciones de 

almacenamiento adecuadas para laa muestras. 

Ie forma exo.cta por la que se puede ei'ectt1ar la validaci6n 

de una t4cnica analítica var!a dependiendo de la naturaleza y el 

uso que se le Vi!i& a dar. Asimismo los parimetroa m!nimoa que se 

requieren pueden no ser loa mismoe para oaaa cuo en particular. 

En el caso presente loa parámetros m!nimoa son loa dguientess 

lineart.aa4, l!mi te de de te coi 6n, preoili 6n '1 exaoti tud, reprodu­

c1 bilida4, eapecif1cida4 '1 eatabilldacl de la meetn.. 
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10?/0GRAPIA DE LA TOLBUTAMIDA. 

Nombres guímicoa .z ein6nimos6•22,30,36•• 

l-D.ltil-3-(p-tolilsulfonil) urea, N-(butilamino)-4-metil 

bencene:ultonamida, N-(4-metil-bencensulf'onil)-N'-n-butil urea, 

tolilsulfonilbl&tilurea, R-(p-tolil-4-aulfonil)-l-butilurea, N­

(aultonil-p-metilbencen)-R'-n-butilurea, l-butil-3-toailurea; 

•11Qtami4", tolbatilurea, D-860, HLS-831, U-2043, 11arcosal 11 , "ª! 
toa:Ln•, "diabetol", 11diabaton11 , 11dolipol 11 , "elicotron"i 11glyco-
tr6n11, 11hipoglicone 11 , 11mobeno1 11 , 11 orabet11 , 11 oralin11 , 11 orinase 11 , 

•promiclez•, •ra•tinC111•, tolbet, 11 tolvino11 , 11neo-norbora1, •tol-

wsen•, •tolbumi411, 11yo1ulan" 1 tolglibl&tamida. 

r6zwla conclenmlfa36 • 
012818H203S 

E6!'!!1ll• de•1rrollac1&6• 

!!!S molecu1er36 • 

270.35 

Dlacripci6n,6•36 

Polvo cristalino blanco o prácticamente blanco quo tiene un 

lipro sabor amareo 1 ea pnlcticamente inodoro. 
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PrOJ)iedades f!sicas 17 •28• 

Solubilidad. Pticticamente insolube en aeua pero forma ea -
11• 1olubl11 en aoluoione1 alcalinas. Soluble en alcohol y en 
clorotormo. B• soluble 7.8 al en tolueno 4.4 al en une mezcla 

acetato d• etiloai.ptano en proporci6n de l:J • 

.!!Bl2 .!! fu.116t16, 17 • 

126-130º, 126-132º 6 128.5-129.5 • 

Prop1•414!• or11t111pa!17• 
lortolo¡{a cr1••1:lu1 ortonombi~a 1 pinaiclal r611bica. 

Cociente azial1 0.454111010.3864 • 

Propiedade• dptic .. 1 fndice1 a. retracci6n 1.544, 1.556 y 

1.6041 •tia geomltrica ele 1.562s refn.cc16n molecular 69.4 ( ob -
11nl4a) y 70.4 (caloulacia); higulo uial 6ptioo de J8°. 

llpectro ultJ'!Tiol1t15,l7. 

11 11pectro obtenido con una celda de 1 cm usando como sol­

vente •'Ynol 7 a uu conoentrao16n de 10 mcg/ml exhibe un múi­

mo a 228 u 21• ID etanol a las mismas condicionea se tiene un m4 
xlmo 1 228 m (11-, lcm 500), a 257 nm (B1~~· lcm 22) a 262 nm 

(11_, 1 cm 26), a 267 Dm (B1", lcm 25) y a 274 nm (E1-, lcm 22). 

lepa ,ü identid!436 , 
A. El eapectro de absorci6n al infrarrojo de una diapersi6n 

de tolbl.ltamicla en aceite mineral exhibe un máximo a la mioma lo.!! 
gitud de onda que una preparaci6n con tolbutamida USP esUndar. 

B. Afiada 200 1116 de tolbu.tamida a 16 ml de llcido sulfdrico 
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18 N y ponga a reflujo durante 30 minutoa. Alcalinice la aolu -

oi6n can h14r6xido de aodio 1:5 y destile en baño de vapor por 

30 minutoe recibiendo el destilado en 20 ml de ácido clorhídrico 

0.1 N. A un ml de la mezcla del destilado afiada 100 mg de aceta­

to de sodio y 10 ml 4e aoluci6n amortiguadora de boratoa alcali­

D09 ae pH 9.4. 1Dtñ1 la soluc16n en baño de hielo por 10 minu -

toa 1 afta4a un ml de p/nitroanilina, deje reposar durante 20 mi­

nutos 'Y agresue a gotas 2 ml de hidr6xido de aodio; se debe :pro­

ducir una coloraci6n naranja. 

Plr414a !! aeca4o36• 

S1cacla por 3 hora• a 105°, la tolblltam14a no pierde m4s 4•1 

0.5~ 41 au p1ao. 

BDl1f036. 

la tolwtamicla no contiene menoa del 98" y no mis 4el 101" 

4• o12H1fI'2o3
s calculado aobre bate seca. 

Se disuelven 500 me de tolbutami4a en 30 m1 ele alcohol n•u­

tre.lizado; se afiadtn 20 ml 4e agua y unas gotas di fenolftale!na 

'l!S. Se titula con hi4r6xi4o de sodio 0.1 U s.v. Cada ml de hiclr.§ 

xi4o de aodio 0.1 N equivale a 27.04 mg de c12118u2o
3
s. 

§mpague ;¡, alr1'!Cenami1nto. 

Ia tolbutami4a ae debe conservar en recipientes bien cerra-

doa. 

Eat4nt\ar ,4! reterencia36• 

Como eatln4ard de referencia se usa tolbutamida USP esún -
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dar secada a l05°c durante 3 horas. 

Ca. tegoría5 • 

Hipoglicemianta oral. 

Acciones z efectos tarmacol6¡ico125 • 
Bl efecto principal de la tolbltamida es el hipoclicamian­

te, el cual se acompaña 4e un incremento del nivel da insulina 
i 

plu1111bica 1 411mizmcU11 del contenido inaul!nico del púoreas, 

1.· 40918 IZ'Ul411 parece que b1J etecto1 sobre la producai6n 4e 

cluoo.a. 

LOll etect011 peritlricoe m1tab6Ucos ICG 1eme;jante1 pero no 

aao._ate isualt• a 101 que proc1uc• la :luulina aclllini1tra4a 

pannteralMllteS eato 11 debe a que la insulina en46pna H 1111.!, 
nda por acci6n clt la tolbltami4a en pequeflu cantia..lH pasando 

pri•ro por el ldeuo ante1 cle alcanzar la circulac:l6:n pnenl. 

llltn HN eteotoe tenemo1 lot aumentot 41 la aecreai6n 4e insu-

111Ja 7, oaptaoi6n 41 gluoo1a por te;ji4oa perit4rioom, del gluc6«! 

no hep,tioo, foatorilaoi6n ozic!atiYa 1 la 4ismimaci6n de la glu­

ooe'11Hi1 en el bfp4o 1 ele la gluconeapnea:l.115• Ia in•ulina P! 

nnteni.tate acla1ni1tnda no incll&ce la libtraoi6n de insulina· 

•D46s-•2'. 
Bl efecto 41 la tolbltamic1& puede variar en el transcurso 

411 c11a16• Se ba obllena4o que en la mfJana el efecto .. áa BE 
4o pero meno1 duradero 7 por la tal'cle 11 mú moderado i>tro pro -

lcmsa4o. Bito ae debe tal ves a cambios en la aenaibi114ad 4• 

1u cllulal beta, a4tma 4e la prestno:la 41 re1pue•tu compensa 

toriall clt la h:lpoglioemia22• -



l4 
Otro efecto de la tolbutamida es la inhibici6n de la lip61! 

sis en las º'lulas de tejido graso y otros tejidos y la disminu­

oi6n de loa 'cidos graaoa lib:rea
8

, 

Ja tolbutamida mejora la tolerancia a la glucosa y muchos 

estudios 11111estran que su acci6n se debe a que produce la libera­

ci6n 41 inaullna pano~'tioa al provocar la degranulaci6n de laa 

cllulal beta15 , Tal liberao16n se etectda con o sin produoci6n 

no:rmal ele iuullna y mediante un meoan11mo dit•rente al que 11 · 

pro4uo14o por la gluooaa37• 

Intemlo J.! coeoentracioeea tem•utiop30• 
De 50 a 100 mc&'ml. 

•""°' ampoe6' 14, 25. 
1a _,or!a ele 101 efecto• advenoa ae reltlCioaa con la sen -

11b:l.11ac16n de la piel (enapci6n cutúea por e~emplo) 1 cli1tur-

bioa autrointe1tinal11 como pirosis~ dolor abdominal. 'lambiln, 

aunque -. raramente, ae pre1entan efecto• a obre la •UBN ( leu­

copea.ia) 1 acoion11 antitiroideaa, aa1 como en el s.n.c., contu­

a:L6n, atazia, clebiliclad e ioter:Lcia ollltruot:Lva. 

rarmaooc1n•t101 • 

.lbauc:L6D. 1a abloro16n 4t la tolbutuida 4Hdt el :Lnteati­

no ea bla•DI 1 Yirtualllente llep a ser completa40, 1in eabargo, 

11 encuentra lia:L tada por n velocidad 4• cl:Lmoluoi 6D en el flui­

do gaatro:lll.te1tinal por lo que 101 tactore1 de fol'lllllaoidn fanna 

clutica pu.eclen modificar la velocic1ad de e1te proceao. 21 -

la lenta abeoroi6n de la tolbutamida explica el becho que 
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las respuestas clínicas a dosis diarias sean mejores que las que 

se esperarían de un f4rmaco con vida media tan cortn38 • 
11.l. velocidad de absorci6n de la tolbutamida influye ::;obre 

la velocidad de declinaci6n de loo nivelen de la glucosa en la 
•ugre27. 

J>11tzi'buoi6D y un16n a prote!na8. Loa re1ultado1 de diver­

llOI eatuclioa apo,an la oblenaci6n que la tolbutamida se dietr,! 

buye en al liquido 1ztracelular25 , con un volumen de distribu -
c16n aparente de aproximaclaJ!lente 8 a 10 litros, Los niveles de 
tol'bltam14a en lfquidOll eztraoelulares, como edema, líquido a11cí 
Uoo y pleura son Mii lajoa que lom del pla1m38• -

la uni&a a prote!nas pla1m4t1cu de este titrmaco eo extensa 

1 18 atectaaa por la concentraci6n de alblimina, lo cual hace va­

riar la d11tribuci&l aparente y au c1n4tica dt eliminación. Asi­
. mi1mo, la tclad no atecta la uni6n a prote1nas1• 

llimiuc16n. SU forma da importante de el11Dinac16n es el 

111tabol1amo30• Loe 1111tabolito1 producido1, la b14roxitolbutamida 

1 la oarboxitolbutamicla, son inactivos14 • 20• El metnbolito pri¡ 

cipal es el derivado carboxllico e incluso algunos autores indi­

can que es el llnico9 1 ea excretado cuantitativamente por el ri­
ft6n 12 veces mis r4p1do de lo que es producido27• 

Al,gunos de los tiempos de vida media biol6gica reportados 

son1 5.6 h14, 4 a 6 h25 , 4,7 h18, 4.7 +/- o.6 en sujetos sanos 

1 en dia~t1cos35 , 7.8 a 11.2 h en pacientes cirr6ticos35 , 5,7 b 
trae una aaminietrac16n ore.lr y wiol autores determinaron G.3 y 

7,6 h en una distribuc16n aparentemente bicompart~enta131 , 



16 

Yli!· 
Generalmente ea el fármaco de elecci6n para el tratamiento 

de la diabetes que se inicia en la me.durez, en pacientes cuyo 

páncreas aún tiene cantidades sustanciales de insul:Lna1
' 12• Es 

el más benigno y el menos potente pero el más seguro para au ad­

ministración, sobre todo si el paciente tiene c!afio rena114 r39,4~ 

Bs dtil, en forma de sal s6dica, en pruebas de dia.en6stico 

exploratorio. Su uso solo se recomienda para paciente& que no 

pueden ser controlados con una dieta adecuada y/o que no aceptan 

la insulina. !ambi4n ea utilizada para escudriñar pacientes con 

normalidades fronterizas de la p:rueba de la glucosa. 

Present1cione125 • 

ra tolbutar.uda H encuentra en el mercado en tabletas de 

0.5 y l.O g, y en c'psulas de 0.25 Y· 0.5 g. 

R!§!! !erap4uticaa22• 25 • 

Para iniciar la terapia se pueden dar 4 g. al d!a reparti­
dos en partea de lg. Las dosis de mantenimiento son 0.5-3.0 g. 

Para las pruebU de diaen6stico usualmente se usa 1 e;. de tolbu­

tamida a6dica. 

Dosis etectivae15• 38• 40• -----1& dosis efectiva est' entre 20 y 30 111«/Kg, i.v. 

Toxicoloda. 
la DL50 en ratas es de 2,344 r:J(V'Kg y de 1,234 mg/Kg en rat,2 

nes, oral e intraperitonenl respectivamente. Dosis tan altas co-
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mo 1000 mg/Kg en ratas produce hígado graso sin causar degenern­

ci6n celuler17 • Igual dosis en el perro no produce dañov en lon 

6r8"1los internos aún al administrarla durante 9 meses. Tal dosis 

en ratas, administrad.a por 12 semanas ni destruye lao célulao b~ 

ta ni produce estado exhausto de las mismas. 

Loa efectos t6xicos en humanos pueden incluir sensibiliza -

ci6n de la piel, disturbios gastrointestinales, debilidad, para­

asteeias, dolor da cabeza, intolerancia al alcohol e ictericia 

obatructiva. Algunas veces se han reportado dincrnsins sanguí -

neu incluyendo Bll'&DUlOci tia, leucopenia, tror:1boci topenia, eos,! 

nofilia 1 panoitopenia6• 12• 25 

19te11coione113• 33• 
Alsu.noa fármacos sinergizan la acci6n de la tolbutamida in 

crel!lentando el rieego ele un choque hipoelic~mico. Entre tales 

t4rmacoa tenemos a la insulina, sultonamidall, tandtril, aalicil! 

t011, btumi4, inhibiclorea de la monoamino oxiclaaa, butazolidina, 

clicwaarol y aaalezina. Bl dicumarol potencia la acci6n de la tol 

lllltamida interfiriendo en su metabolismo; de igual modo actúa la 

aaalezina, mientl'al que la butazolidina act1ta deaplazandol~ de 

loa 1itioe de enlace en las nroteínaa. Ia bishidroxicumarina tam . -
bi•n potencia la acci6n de •ate fármaco inhibiendo su metabolis-

mo. 
Ia tolbutamida interfiere con el alcohol de la misma manera 

que el diaulfiram y produce una prolongacicSn de los efectos de 

loa barbituratos. 

Algunos fármacos que antagonizan loa efectos de la tolbuta­

micla son los agentes bloqueadores beta adrenlrgicoo y la rifal!l1>,! 
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cina. Esta dltima reduce el efecto en un 30-49% al producir una 

reducci6n de la vida media biológica en un 43%. 

r.ttttodos !!, determinación analíticalO, l7' 23, 30, 31, 34 • 

M'todoB colori~tricos. Me Donald y Sawinaki desarrollaron 

un dtodo basado en la reacc16n de la tolbutamida con beta naf­
tol y ni tri to de sodio en !leido sultdrico concent:nado, para foz 

mar un compuesto rojo. El m4todo es aplicable en un intervalo 
de conoentracione1 de 10 a 50 mcg/ml. 

Otro °"todo, reportado por Ohulskl, para determinar tolbll­

tami4a en suero, ,previa extracción del suero acidificado, con 

cloroformo 1 eliminaci6D con cloroformo a 11qu14a4, se bala en 

la nacoUn con P-N-4imetilamiaoblnzam14a 1 191en4o la ablorma 
cia a 350 nm. Bl poroentaje de recuperac16n rep'oria4o ful 41 

100 +/- 5 por ciento. 
Bl mlto4o 41 llatin 1 Rowlalld se basa ID la eztracoi6n de la 

tolbutaaida ID 0.5 ml de suero acidificado con 1olu0Un uor'U -
gua4ora de tostatos. Utililaron para la extraoc:l.6n hexano con •l 
cohol :l.aoamflico al 0.5~, roextrajeroD con soluc:l.6n de hidr6xidO· . . 
de Bo4:1.o 1 posteriormeDt• reextrajeron con acetato de pent:l.lo 
tras pre'Y:l.a ac:l.4:1.t:l.oao:l.6n para producir una reacoi6n con dini trJ! 
tluorobenceno. Bl compuesto producido 11 leido a 420 nm. EBtoa 

autorea reportaron una seDsibilidad haata 10 mcg/ml. Los coet:I. -

cient11 de var:l.aci6n a 5, 10, 15, 20, 25, 30 1 40 1 50 mog/ml 

son respectivamente 19, 36, 16, 14, 6, 6, 9 1 1~. 

Ultodos eapectrofotom4tricos ultravioleta. Spill6ler y Kai -

1er utili1aroD suero liofilizado para determinar 'tolbutamida. 

Acidificaron el liofilizado y reextrajeron con acetato de etilo 
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al cual eliminaron rcdttoiendo n sequedad, restituyeron con eta­

nol y determinaron la absorci6n a 228 y 280 nm. Determinaron un 

factor de correcci6n para obtener la concentración correcta. 

Forist et. al. usando ácido fosf6rico M/15 para. acidificar 

el plasma, extrajeron la tolbuta.mida con cloroformo; evapora­

ron a sequedad, restituyeron con alcohol y despu's 4e un trata­
miento con carb6n activado leyeron a 228 nm. Demostraron que a 
esa longitud de onda la p-toluenaulfonamida 1 el 'cido p-toluen­

sulf6nioo no interfieren en la determinaci6n • .Asimismo encontra­

ron que se obedec!a la ley de Beer en un intervalo 4t concentra­

ciGGtl de 0-24 mcg/ml y que usando un factor de correcci6n debe­

rla encontrarse la concentración real. ~ acid1ficac16n del pla.! 

ma con 4ci4o folf6rico permi tio efectuar una buena eztracci6n 

(95-10~) sin incrementar la absorbancia del blanco. 

El m4todo de Toolan y Wagner, modoficado, permite la deter­

minaci6n de tolbutamiaa. En este átodo se acidifica el plasma 

con 4cido tost6rico o.067 M, se extrae con cloroformo, se reez -

trae con carbonato de sodio y se le acidifica para tomar la lec­

tura de absorbencia a 22e nm. 

Mltodo• cromatográficos. Sued !!• .!!• usaron una columna 

con detector U.V. para determinar tolbutamida por CLAP. Usaron 

plasma acidificado, extrajeron con &ter y realizaron la lectura 

de abaorballcia a 254 nm. Determinaron una sensibilidad del mito­

do de 5 m.cg/ml. 

Nation !.!• !!• precipitaron las proteínas del !>laoma con a­
cetato de nitrilo y realizaron un análisio directo por CLAP, de­

terminando aimult4neB111ente tolbutamida y carboxitolbutnmi4a le -

yendo a 230 y 200 nm. Su 1n4todo mostr6 un límite de detecci6n de 

0.5 mcg/r.ü usando O.l ml de plasma, 
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1.!atin y Rowlend determinaron tolbutamida por cromatografía 

de gasea. Ellos acidificaron con fosfato diácido de sodio 0.255 

Id el plasma, extrajeron con hexano y alcohol isoaaílico. Separa­

ron una muestra de la fase orgánica y reextre.jeron con hidr6xido 

de sodio l N. Jnego acidificaron una alícuota de la fase acuosa 

con llcido clorh!drico 2H y ree:ztrajeron con acetato de pentilo 

para paaarlo por la columna. Determinaron· que loa coeficientes 

de v~riaci6n, para las concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 30 
mcg/ml fueron rtapectivamente 0.7, 0.7, 1.2, 2.9 y 6.4 • El lí­

mite de detecci&i fue de 1 mcg/ml. 

Propiec!adea J! l! carboxitolbl&tamida14• 18• 26 

Peso moleculars 149.l 

pKas 3.54 
pla's 5.2 en etanol al 45~ y 6.2 en etanol al 43~. 
Solubilidad• •• altamente soluble en el intel"Yalo de pH u-

rinario. Su solubilidad awnenta con el pH1 ea de 2.~ mg/ml a pH 

5, de 20 aig/ml a pH 5,5 y 300 mg/ml a pH 6. ! 37°0 su solubili­
dad ee relaciona con la de la tolbutnmida de la siguiente mane-

• ras 13 a l a pH 5, 60 a 1 a pH 5. 5 y 350 a l a pH 6. 
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PARTE EXl'ERIMEUTAL 

El fármaco utilizado en este estudio ea la tolbutamida. 

El trabajo experimental cone1st16 en el establecimiento y la va­

lidaci6n del método analítico eepectrototométrico u.v~ para de -

terminar la concentraoi6n de la tolbutamida en plasma hucano, 

Bl ~to4o tue establecido a partir de' la 1ntormaci6n obten,! 

."'- en la bibliografía 1 por medio de ensayos para determinar el 

porcentaje de reoupei'ac16n d1l m'todo. 

Para to4o el 11tud10 ae comiider6 la conc1nt~i6n d1 75 

mog/ml, que H la coaoentrac:16n media del intanalo teraplutico, 

como la conoentraoi6n corrHpC1Ddient1 al 10°" y a partir di ella 

11 11tableoieraa la• 4•~ coaoentraoion11 porcentual11. · 

llfODO jl&LlfIOO. 
,1Parato11 .. peotrof ot6metro Bauah a: Lomb Spectronic 850, a­

Ci tador Vortez-Oenie, balan9a aaal.ftioa y caldas 4t cuarso. 

llatarial: tubo1 de tDlll'O de 20 ml; pipetas volumltricu de 

0.5, 1, 2, J, 4, 5, 10, 15, 20 y 25 ml; gradilla•; matracee ato­

rado• de 200, 100, 50 y 25 ml; vasos de precipitado de 50 y 100 

ml y una micropipeta 4e 10 miorolitro&. 

Reactivo11 Soluci6n 1tock de tolbutamida de concentrao16n 

12 111/1111 1oluci6n stock de tolbutamida en pla1ma de concentra­

ci&a 375 mcg/ml1 mescln de hexano con alcohol isoamflico el 25(.; 

b14r6x14o de sodio o.5 H, 'oido olorh!drico 2.0 N y soluci6n de 

toatato 414cido de sodio al 15~ p/v, 
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Procedimiento: 

l. Se coloca l ml de plasma en un tubo de ensayo que contenga 2 

ml de la soluci6n de fosfatos y se agita. 

2. Al plasma acidificado se afladen 10 ml de hexano-alcohol isoa­

m!lico al ~y se agita en el Vortex durante 2 minutos. 

3. Se d13a reposar haata la separac16n de las tasia. 
4. Se tranat~ere una al!cuota ele 5 ml de la tase or~ca a otro 

tubo de ensayo que contenga 4 ml de NaOH 0.5 N y se agita por 

2 minutos en Vort1z. 

5. Se de~a repoear baata que se aeparen las fas11 7 •• 01nt:r1tu­

ga 41 .••r necesario. 
6. Se tl'&Dltitl"I uaa al{cuota ele 3 ml d• la ta11 acuoaa a otro 

tubo ele 1ua.yo. 

1. Be qrep l ml 41 'ciclo clorb!clrico 2.0 N 1 ae let en 11 11-
p1ctrotot6metro a una loqitaad ele. onaa de 228 am. 

8, 81 d1termilla la conc1ntraci6n ele tolbutMlicla 111 11 plu• a -

pl1oaa4o la 1iguient1 t6l'lllll&a 

Cp .2.!I!. • Ji.Q. 
• • A 15 

dond11 011t.1 H la conoentraci6n eatimada en la cuna 11t'a 

dar según la lectura clacla por el probl••• Ba­

ta lectura ea la diferencia contra un blanco. 
1 1 ndmero el• JDililitroa utilizados para el ~11-

a:La.. En eete c .. o aiempre fue dt l. 

160/15 1 •• el factor de diluci6n. 
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CURVA BBWUl&I. 

Pan ~•tableoer la ouna Htúllar •• pnpazo6 uu eolucUn 

1toot 4t tol'lll&tuic1a 4t CCIDOtDtnoi&a ll ·.811'111, 4i1olvlaclo 600 

111 4t tolbu.tui.4& CClll ntioitate Hluol&a 4t laiclrálcto 4t Hilo 

0.1 1., llt'RA40. UD YOlWllD tlnal 4t 50 111 ta UD matra• YOlu­

mhrioo cU1ponibl1. DI ••ta 10luol&a 11 hloitron 4iluclau1 to­
...ao 1, 2, 4, 5, 8 1 10 111 l"tlpectlftMAM 1 lltYUclOlOI • UD 

YOl.UtD t1D&l 4t 25 lll COD qua 4t1tllac1a. 

Por otn parte •• eteotuarGD eztnoo1om1 ea plu•· 'libre 

4t tol'lll&taida 1 lt1pd1 4t llftPl'"•l '°Ho ol~rlddrico al ti­

ul 411 proo•cUllitato, •• lll'llU'ca 10 alol'OU tzoH a oa4a tz -

tnoto 4t o/u 4t 1u Uluoi••• aaterion1. Ccn 11to .. lepa -

rea 0C1DO•ntnolon11 4t 1.2, 2.4, 4.8, 6.o, g.6 7 12 mcg,1111 n1-

pectlTa11tnte 1••1•16 ea •111p1otro a 22e· ... 

la cuna fUt uoba tn• woe1, wua v11 ea trH da 411t1n­
t01 cea tn• repttiolona• pan oa4a ocaoeatNC16n. 

Yj:waoJCll. 

IX&oti'tu4, 11Dearic1a4 1 nptt1b1114a4. lltOI pal'llmttro1 ele 

la ftlic1aoUn 11 4ttenlnarca •cliutt 11 a11111 4t ~11tru 

4t plaBma que oonten!an el 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 

80, 70, 60 1 50 por ciento clt la OOAOtntnc1'1n •41• terapluti­

ca. Se etectuara 10 4ttel'llinaolou1 para cata conotnt:rao:Ua. 

18pr04uo1b1114a4. Bit• upeoto 4• la valic1ac1&a ae Htabl! 

ci6 uan4o la• ooacentno1cnt1 clel 50 1 tl 100 por oitato. :DoB 

anal11taB eteotuaran 10 cl1tel'lll1Daoion11 pan calla concentno16n 

en UD mismo tia para evitar 1ntrocllacir -" varia bllUacl en 1011 

8RlliJ'08e 
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Sen•:Lbilicla4. El lfalte 4e 4etecc16n 411 m4toélo fue cleter­

mina4o mediBDt• el ~11111 4• 111ae1traa 4• plalma conteniendo 

tolblltamicla ID CClllOIDtftOiOD•• 41 l, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 

20 ir 25~ 4• 75 mo&/ml. Al iaual que utee, 11 hicieron 10 4et•¡ 

lllilJacione• por c0r:LC1ntrac16n. 

l.partt 41 lo• anter:Lon1 pal'Últru tam'bi4n H 4ttel'llin6 ,. 

la 11tabilida4 ele la mHtn pl'lpanato plu• a una cano111tra-

01&a clel 100 por ciento 1 allaoeDUclolo • o0c. Dl&nnt• ..... 

na. Oada tia •• eteo~• 10 4etel'llbaoian1• 4~ la ooao1ntn. -
oi&a 41 to111Qtudc1a 1 lu•10 10 cllttl'llinaoiOMI • lOI 15 u ... 

A1111i1ao, la TU'iabt114a4 tntn .Uu ftat 11tabltoHa 1t10-

._.o 10 4tt11'11iaolGD11 • una OGDOIDUMik 411 1~ POJ' cin­

co 41u OODllOUtivu •. 

la 11p1oif:l.oic1a4 no 1U1 11tabl10Ha ezp11'11111nta1Mnt1 4•b1 
clo a la illp01ibi1Ha4 4e obttMI' ou-ba1t0llutu14a 1 hiclral:I. -

tol11utuHa, , .... lal IUtaaoiaa q11t P•ibllMDtl poldu :l.! 

ttl'ftrSI' 1n el 8'11111. llto H 1:1.IOut• • a4elaat1. 

PRBPAIAOIOI DI llUl8HAS. 

S1 pnpu-6 una 1oluo1'n 1toot 41 plua oon tolblltuila 4! 
101v11n4o 111 un 111&tl"U volu6trioo 41 200 al, 75 111 4t tolwta­

mita 11túdu' con la ouati4a4 úni.• poli ble 4e h141'6si4o 4• eo 
. -

dio 0.11 r Unudo al voluen con plM•· 

De la eoluoi&l ut1nor 11 pnpal'U'on cliluo:LonH para laa 

coaoutno:l.Clillll cltl 50 al 150 POI' ot1nto clt la •isullntt MD1ra• 
•• tOlllJ'Oll 5, 6, ?, 8, 9, 10, 11, 12, 13, lA r l~ al 41 la 1olu­

ci6a 1toot, 11 oolooal'On en n1p1otivo1 .. trt.011 vol1Ulltrioo1 41 
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50 ml y se llev6 a la marca con pla~ma. 

lee mueetras para las concentraciones porcentuales de 1, 2, 

4, 6, 8, 12, 15, 20 y 25 por ciento :;e preparo.ron como r;ir,ue: 

Se preparó una primera diluci6n poniendo 5 ml de la ooluci6n 

stock en un matraz volu~trico de 100 ml, oe afor6 con plaemn y 

aa1 1e obtuvo la soluci6n del 25~ de concentración; las demás 

•• obtuvieron tomando de esta dltima solución volumane1 de l, 2, 

4, 6, e, 10, 12, 15 y 20 ml poniendolao en matraces volum4trico¡, 

de 25 ml y llevando a la marca con plasma. 

\. 
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RESULTADOS • 

Los resultados 11untuales obtenidos pe.ro. las curvas ectánd.Q: 

res se nuentran en el apéndice. En las tablas I, II y III de a­

bajo se encuentran reportados los estad!eticos para cada concea 

traci6n y día, y en la gráfica l, la curva utilizada para el e! 

tudio, la cuo.l fue efectuada con los promedios totales. 

!rABLl I. 

Datos de la primera curva de calibraci6n (día 1). 

C (mcg/ml) A S X 103 C,V, 

1.2 0.05933 4,16 1.010 r = 0.99948 

2.4 0.10933 

4.8 0.23533 
6.o 0.28800 

9.6 0.48466 

12.0 0.58900 

TABLA II. 

2.30 

5.77 
1.00 

4.04 

1.73 

2.110 

0.245 

0.347 

0.834 

0.294 

r2 ... 0.99895 

m • 0.04997 
y 

0
= 3.2 X 10-l 

Sy/x = 6,725 x lo-3 

Datos de la segunda curva de calibraci6n (día 2) 

e (mcg/ml) A S X 103 c.v. 
1.2 0.06066 2.51 4.148 r = 0.99952 

2.4 0.10767 7.02 6.520 2 r = 0.99904 

4.8 0.23767 9.29 3.910 m = 0.05007 
6.o 0.28800 2.00 o.694 y = -0.00561 

9.6 0.4D.267 4.04 o.837 
o -3 Sy/x ~ 6.46 X 10 

12.0 0.59200 4.58 0.774 
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TABLA III. 

Da.tos de la tercera curva de e ali bro.ci 611 (día 3) 

e (mcg/::11) A S X 103 c.v. 
1.2 0.06266 4.73 7.54 r = 0.99947 

2.4 0.10933. i.53 1.40 2 r = o.99e90 

4.8 0.23666 2.51 1.06 m = 0.049935 

6.o 0.28533 4.51 1 .. 58 y0= -2.915 X lo•3 

9.6 0.48466 4.51 0.93 Sy/x = 7.66 X 10-3 

12.0 0.59133 3.21 0.54 

Se efactu6 una prueba de t-Student para ver si había dife -

rancia significativa entre las rectae. Los resultados de laa 

pruebas ue muestran en la tabla IV. 

TABLA IV. 

Resultados de la prueba de t-studant. 

Curvas t calculada t crítica (0.05; g.l.=8) 
l y 2 o.012aHs 2.31 

2 y 3 O.Ol96NS 2.31 

1 y 3 o.01s4us 2.31 

Los datos obtenidos en cada. prueba para las 10 determino.ci,g 

nas de cada concentraci6n en el intervalo de 50 al 150 !>Or cien­

to, se encuentran en el ap,ndice, Cono se notar4, tales resulta.. 

dos han sido nnotadoa como ~orcentnje de recobro y como micro~?!: 

mos por mililitro determinadoo; de eeta manern, es posible trab! 

jar con amboa erupos de datos pera establecer la exactitud, pre­

ci6n (repetibilide.d) y linearidad del ~étodo. 
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En la tabla V. se muestran los estad!sticoa de loa porcen­

tajes de recobro y en la gráfica 2, la curva de reeresi6n a pe! 

tir de los datos de microgramos determinados. 

UBLA V. 

e ~ 

(mcg/ml) 

112.5 150 
105,0 140 

97,5 130 

90.0 120 

82.5 110 

75,0 100 

67 ~5 90 
60.0 80 

52.5 70 

45.0 60 

37.5 50 

Prom. 
( i ) 

100.020 

99,580 

99,550 

-S O,V1 S:r 

1.719 1.712 0.544 
1.610 t,616 o.815 

1.320 1.325 0.417 

I.C, 

i +/-
1.228 

l.841 

0,943 

99.100 1 •. 115 1.126 0.352 0.797 

99.435 1.085 1.092 0,343 0.775 
99,367 i.119 i.127 0.354 o.eoo 

99.622 i.910 1.920 o.664 1.;01 
9a.043 1.994 2.034. 0.631 1.425 
98.555 1.397 1.412 0.442 0.998 

98,853 1.960 l.983 0.620 i.401 
98.50C 1,990 2.020 o.629 1.422 

f.iO r conoentraci6n porcentual. 

Prom : media de los porcentajes de recobro. 

S desviaci6n estándar. 

t cal. 

o.04orrs 
o.5101·rs 

l.067NS 
+ 

2.5398 

l,646Its 

l.789NS 

0,569NS 

3.106
8
: 

3.2008 

l.850NS 
2ol70HS 

C.V. r desviaci6n estándar relaU•a ~ .. eoefJic1ente de var1a­

ci6n. 

S i r desviaoi6n estándar de las medina muestrales. 

r.c.: intervalo de coni'ianzc nl 95%. 

t. 1 a valor de t calculado tomando al 100% como la media po­·ea • 
blacional. t 0 05• 1 9

=2.26 ; t 0 01, 1 _9~ 3.25 
• 'g. .:: • , g. ·-
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GBAPICA l. Curva de calibraci6n. Concentraci6n (abcisas) contra 

absorbencia (ordenadas). -C (mcg/ml) A 

º·' 
0.4 ' 

0.3 

0.2 

0.1 

1.2 

2.4 
4,e 
6,0 

9,6 

12.0 

0.06089 
0.10878 

0.23655 
o.2e111 
0,4B400 

0.59078 

r • 0,99956 
r 2 ... 0.99912 
•• 0.04976 
1

0
• -J.J27 X 10-) 

sr/z • 7.685 x 10-3 

G • 6,47 

1 2 3 4 5 ó 7 8 9 10 11 12 

a e lllDs/ 1111 > 



•mcg 

.&fSadidOB 

(m.d. 37.5 

150 45.0 
52.5 
60.0 
67.5 
75.0 
s2.5 

90.0 

100 g7.5 

105.0 

112.5 

50 

30 

mog 

DI terminados 

36.941 
44.484 

51.742 

58.826 

67.234 
74.525 

81.868 
89.194 
97.067 

104.56'1 

112.526 

I' • 0.999939 
r 2• 0.999878 
•• 1.005578 

y 
0
• 1.0055?8 

S,/z • 3.068 

o. 0.3211 

'º 100 
<m.a.) 

GBAPICA 2. Linear14ad del mltodo ~ara determinar tolbutamida en 

pla1 ... Se encuentran graficadoa 101 llCl·41téÍ'lllina4oe 

(m.4.) en funci6n de 101 mee atladido1 por ml (m.a.), 
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En la tabla VI. se muestran los datos de la p:rueba del aná­

lisis de la varianza hecha a partir de los datos de porcentajes 

de recuperaci6n de la tabla B del ap~ndice, o zea, con los resu.J;. 

tados del porcentaje de recuperación de todas las muestras anal_! 

zadas para determinar la linearidad, exactitud y precisi6n. 

TABLA VI. 

Tabla del an4lisis de la varianza considerando un modelo 

lineal con un criterio de clasificaci6n. El criterio de clasiti­

oac16n es la concentraci6n. Se hicieron 10 replicacione1 con 11 
niveles del factor. 

Pllenta dt Grado• de Suma da Cuadrado 

vaZ'iaoi6n libertad cu.aclradOll Ne dio ,exp 

C01'JBNTB&OI 01' 10 35.4573 3.5457 -1.3745llS 

BRROR m1anmUTAL 99 255.3340 2.5791 
!O'l'.IL 109 290.7913 2.6678 

El valor cr{tico de F para una probabilidad del 95~, es de­

cir, con un nivel de signiticancia d~ 0.05 1 con (10,99) grados 

de libertad es de i.93 l9. 
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Loa resultados obtenidos r>or dos c.nalistae, que trabajaron 

las mismas muestras con dos concentraciones diferentes y obte -

niendo 10 replicaciones, se encuentran en la tabla VIt. Con estos 

datos se puede evaluar la reproducibilidad del m6todo. 

!jBLA VII. 

Resultados obtenidos por dos analistas organizados en una 

mati:iz de tratamientos de un diseno factorial de 2X2. se tienen 

10 replicaciones para cada tratamiento. 

CONCEUTRACI Oll 

PORCBlmJAL 

50~ 

WLISTA 

j, 

9T.57 96.99 
101.66 98.74 
94,.65 99.91 
96.99 99.91 

99.33 99.33 

Totalesz 9c5.oe 

98.49 99.95 
100.83 99.66 
101.12 97.32 
97.65 9c.1a 
98.40 99.37 

977.23 

B 

95.70 97.57 
9('.74 101.66 
95.70 96.99 
94.65 94.65 

101.66 99.91 

991.57 

95.30 10ó.e3 
101.12 99.66 
101.12 99.66 
102.80 90.11,0 

99.37 97.32 

992.sr: 

A los datos de la tabla VII se les hizo el análisis de la 

varianza considerando un modelo es·tad!stico lineal. Loe rentl te.­

dos se presentan en la siguiente tabla. 
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TABLA VIII. 

Tabla del anélisis do la varianza de los datos de la tabla 

VII. Se consideran dos factores fijos: analista y concen·traci6n 

porcentual; así como dos niveles ·para cacla factor. Ia va.rinble 

de respuesta está dada en porcentaje de recuperaci6n. 

Puente de Sumn de Cuadrado 

variaci6n G.L. Cuadrados r.Iedio F cal. F 0.95;1,36. 

JJ,TALISTA 1 1.16963 l.16953 0.222HS 4.11 

C ONCENTBAC I Oli 1 11.92466 11.92466 2.26fS 4.11 

IUTERA:CCIOH 1 1.96247 l.96247 o.373ns 4.11 

E. EXP. 36 189.67160 5.26860 

Para la determinaci6n del l!mita interior de detecci6n se 

analizaron muestras con oonoentracionea porcentual.ea del l al 

25 por ciento. Loa resultados individualta.obtenidoa se enouen­

tl'llA reportados en la tabla e del ap,ndice. 

El tratamiento que se les di6 a los c!atoa e1 el aiguiente1 

se dete1'111in6 la media de las absorbanciae para cada concentra -

ci6n; se traz6 una l"ecta do recrresi6n erafioando en el eje de 

las abciaas la conoentraci6n conocida y en el eje de 181 ordtlJ! 

4aa la media de las absorbancias. Se encuentran loa límites de 

confianza de la recta obtenida y se traza otra recta parnlela a 

la anterior a una diata.•cia de -1.96 Sy/x (que corresponde el 

l!mite.interior de confianza). El intercepto de esta última res 
ta co~ el eje de las abcisae nos indica el l!mite inferior de 

detecci6n38• 

En la gráfica 3 se encuentran los resultados prooedio y la 

recta de regresi6n para determinar el l!rnite de detecci6n. 
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"° 
-' 1 0.0010 r • 0.9958 

2 0.0023 2 r • 0.9916 

4 0.0066 m • 3.79 I 10-J 

6 0.0170 1
0

• -5.674 x lo-3 

8 0.0240 SJ/z • 2.eee4 1 lo-3 

10 0.0216 G • 1.3121 

12 0.0443 + -3 
I.c.95~ • 1 - 5.6612 1 10 

15 0.0529 
r.ID • 3" • 20 0.0681 

0.10 25 0.0900 

o.os 

o.06 

0.04 

0.02 

0.01 LID 

GRAJICA 3, Idmite 4• 4etecci6n del m'todo (LID). 
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Los resultados individuales obtcnidoo pan-. la muestra en e~ 

tabilidad, se encuentro.u en la tabla D del ap6ndico. En lo. tablo. 

siguiente se encuentran los ectadísticos q_ue r.e obtuvieron para 

cada muestra. 

TABLA IX. 
Estadísticos de la muest!8 en estabilidad. 

DIA l. DIA 2. DI.A: 3. DH. 4. DIA 5. DIA 6. DIA 7. 
-z 99.161 99.347 98.338 96.920 96,423 97.110 96.554 
s 11-948 1.682 3.264 5.175 5.230 l.592 4 .543 

c.v. 1.960 1.693 3.319 5.339 5,424 l.G40 4.700 

Para. determinar el efecto del 1)1:'.SO ele los d!ns :.obre la vr.i.­

ria.ble de renpueata, i:;e realiz6 el análisis de le. varianza o. J.or: 

datOI. Loa resultados son los siguientes. 

WLA X. 

Tabla del análbis de la vario.nza de J.os cintos de lC'. table. 

D del aptfnclice. 

Fuente do Suma de Cuadrado 

variaci6n G.L. cuadrados medio 
F cal. F 0.95;6,70 

DIAS 6 91.46051 15.2434 l.12C.US 2.23 
E. EXP. 63 851.33399 13.~130 

VARIA:,_";ILIDt..u TOTALs S = 3,69 C.V.=3.78 

V/u1I/.T3ILID.rn DE:rT!\C JE DIAG a· s = 1.415 e. V. J .• :~24 

Loo recultados im1ivit:.uo.lev de lan :rn.\oba::: de :i..::-. i.ra.riabili­

dacl entre días se e11cuentrc.n en la tabla XI, en le. cual se i.ncl~ 

yen loe e::::to.d!sticos (1.e cada :.mectrr .• 
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.:.~J1LA XI. J'orcc:n,ajes U.e l'CC\l'.Jern.ci6n desde lo.a mueotrrw nlnsMt~-

ticas e. une. conce:1traci6n del J.OO~I preparat1E>.S en cinco 

días dL'ercntes. 

DIA l. DIA 2. DIA 3. DIA 4. DIA 5. 

98.53 98.49 9:; •. 67 102.10 96.18 

98.42 98.78 100.96 98.04 103.7Ü 

99.39 99.37 102.96 101.64 99.60 

99.64 99.95 100.53 101.64 97.49 

l00.09 99.66 102.71 ·100.94 103,7C 

102.08 100.83 99.77 101.33 9e.34 

97.26 97.32 101.67 98.77 96.ll 

101.03 101.12 101.67 97.95 99.52 

97.28 98.78 97.67 101.33 99.60 

99~97 99.37 100.96 102.10 99.60. -z 99.37 99.31 l00.87 100.58 99.40 

s i.54 1.10 1.56 1.66 2.67 

c.v. 2.55 1.11 1.55 1.65 2.69 

si 0.49 0.35 0.49 0.53 o.85 

~BLA XII. Análisis de la varianzn de los datos de la tabla XI, 

pare. evaluar la vari~bili~ad entre d!as. 

Fuente de :Jumt'. de Cuadrado 

variaci6n G,L·. Cuc.t1.r~dos medio 
p.· 
cal. 

p· 
0.<)5¡1',,50 

DIAS 4 22.0582 5.51455 l.72NS 2.56 

E. EXJ? • 45 143.9411 3.19869 

TOTAL 49 165.9993 3.3ü764 
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DISCUSION DE LOS nESULTADOS, 

En laa tablas I, II y III se puede observar que iw.y una bu~ 

na correlaci6n entre lns concentracione::i de tolbutamida y sus 

respec.tivao aboorbancie.s. Esto indica que se cu.mple lo. 'I.JJy de 

Beer dentro de este intervalo de concentraciones e inclu:::o hasta 

24 mce/ml com9 lo especific6 Forist10
• Asimismo, con respecto o. 

las curvas de calibraci6n, aeeún loo re~ultados de le. nxueba de 

t-Student de le. tabla IV, no existe diferencia significativa en­

tre ellas por lo que es confiable el haber trabajado con loa re­

sul tatl.os promedios totales pare. determinar laa concentraciones 

de las muestres plasmilticas en el resto del estudio, En las mis­

mas tablas I, II y III se ve que, como era de esperal'Be, las con . . -
centraciones más bajas tienen ~os coeficientes de variaci6n m&a 
altos, ~ero todos son nenores del 10~ lo cual ea aceptable pnrn 
estudios en los que se van a analizar í.mostre.s biol6cicas. 

Con un solo gn1po de resulta.dos obtenidos con las concentl!: 

ciones del SO al 150 por ciento, se valid6 este.dístieamente el 

nuStodo riara conocer le. confiabilidat1 que le represente en algdn 

Htudio biol6aico. El análisis de los datos conjunt6 las evalua­

ciones de la exactitud, la precisi6n en térninon de repetición y 

le. lilearidad. 

!a exactitud y precisi6n ne evaluaron considerando los si-

611ientes eato.d!sticos: la media (x), l::i. dcsviaci6n estándar (S), 

el coeficiente de varie.ci6n (c.v.) y el intervalo de confi~nza 

E'.l 95~~ de probabilidad ( I .e.). Asirnis;:io se e:Cectu6 lo. nruebn de 

t-Student connirlerando o.J. lO<Y,{ de rectl'¡eraci6n cor.io le. :necUe. po­

blacione.l. 
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En la tabln V ::ie puede ver que los cocficienteo ele varic. -

ci6n van de 1.092 a 2.034. Alb1l.nos criterios respecto a la nreci 

si6n y ex:nc"i;i tud establecen que esto coeficiente no debe roer ::m­

yor de 2 29 , sin embargo Of.lO en vé.litlo pn.ro. r:16todos que no incJ.~ 

yen el análisis de mueotras biológicas. ·Para taJ.eo cacos no e::i!! 

ten criterios oficiales ni unificados que oct'n reportados, ~ero 

algunos investieadorec (Divisi6n de Estudioo de Posr,ra.do-mr.~l) 

indican que os aceptable hasta .un 10~/, de cocficien•.;e de 

c16n. De e&to se derive entonces que el ~'todo ~renento 

so en el intervalo do concentraciones estudiado. 

varia -

en nreci . -
Bn la· misma tabla V ae exponen los valores de las t encon ,.. 

tradas con los datos expe1•imentnlea. Como rJe ve, :iam lr.s c:nnce.u 

traciones porcentuales del 120, CO y 70 por ciento hn,y unn dife­

rencia BiBAificativa. Esto podría indicar que para eoas conccn -

traciones &e ¡ierdi6 exactitud, o nea, que el ctStoüo er.: r¡cnor. o -

xacto que en las demás concentraciones. Para ver si en realidad 

existían diferencias entre las muestras de laE diferentes conCeJ:! 

tre.oiones se efectu.6 la prueba P utilizando lor; valore:; de la t.r: 
bla B del al),ndice. Los reEiultados de e::;ta prueba, tlo 11:'. tC>.bl:.>. 

VI, demuestran que no hab!a diferencias r.icnificntivna ~or lo 

que no hay evidencia experioental que inc1ique diferente e::aoti -

tud entre les muestras. Por e~to oe puede decir que el m'todo os 

ezacto y preciso. 

En la gráfica 2 están reporte.dos los e:::;tadíoticoa utilizi:-.­

dos po.ra evaluar lo. linearidad. 1'ic·~os r::on: coci'icie11tc do rec;re­

ai6n (pendiente n), coeficiente e.le corrcl~ci6n (r), el coefiente 

de determinaci6n (r2), la raíz crnaclrada de la ve.rianzo. ine::c~lic2: 

da o error eotándar de reGresi6n (Sy/x) y le sen~itividad G. Qo-
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mo se ve en la gráfica, r 2 ea aproximada.mente l y le. pendiente 

también por lo que es evidente que ol método os lineal en el in­

tervalo de concentraciones estudiadas29 • 

J.a reproducibilidad se evaluó mediante ttna prueba de F con­

siderando al analista y la concentraci6n como loa factores que 

podrían afectar la variable de reapuesta (porce11to.je de recupe~ 

ci6n). Los reaultados de diche. prueba expuestos en la tabla VIII 

indican que no hay diferencia significativa entre loa tratamien­

tos (corub1naci6n de un analista y una concentración) y que no 

hay interacci6n, por lo que el m'todo es reproducible. 

En la deter.ninaci6n del límite inferior de detecci6n o sen­

sibilidad del m'todo, aparte de los estad!sticoa de linearidad, 

se determin6 el intervalo de confianza para la recta de regre -

ui6.n, y como se. ve en la gráfica 3, la recta paralela a la de ?:! 

gresi6n intercepta al eje de las abciaaa en 3~. Este intercepto 

indica la m!nima cantidad que puede detectarse con este mltodo 

la c1.1al traducida a concentraci6n !lle.s;.tica de tolbl.ttamida, ec 

de 2.25 •cg/rnl. En la literatura estin reportados los l!mites de 

detecci6n de algunos m6todos pe.re. tolbutamida: 10 mcg/ml~3por e§_ 
30 . pectrofotometr!a visible; 5 mcg/ml , m'todo CLA.P adaptado a uza 

detector U. V.; 0.5 mcg/ml 30 , por CIJ.P y detector U. V.; y de 1 r.ic 

s/m123, por cromatogra:r!a. de 68&88. Como ae ha de notar, la sen­

sibilidad del presente m4todo ee muy buena siendo que se trata 

de una determinaci6n eapectrofotom,trica ultravioleta y una ex -

tracci6n con solventes. 

Para la evaluaci6n estadística de la estabilidad de lns 

muestras, se analizan los estadiaticos de la tabla IX y los re­

sul"tndos de la prueba P de la table. X. En le. primer te.blo. menci.2 

nada vemos qu.e los coeficientes de ve.riaci6n van de 1.64 r;i. 5.424 



40 

los cuales son menores del 10%, por lo cual oe entiende que no 

hay p4rdida de la exactitud ni de la precisi6n. Por otro·lado, 

por la prueba de .F se encontró que no hubo diferencia cignifica­

tiva entre las determinaciones de los diferentes días, de lo que 

se deduce que las muestras son estables al menos durante 15 dían 

bajo la.11 condiciones de almacenamiento sefinladaa. 

otra informaci6n que es necesario conocer para saber cuán 

útil es un m4todo es la variabilidad entre días, es decir, qu4 

tanta variaci6n puede haber entre lao observaciones obtenido.e en 

~a.11 diferentes. A;qu!, simultaneQ!lltnte, evaluamos la variauili -

dad que introduce en el m4todo la estabilidad de 101 apare.to~ u­

tilizados. Este parámetro no es mas que la precisi6n en t4rminos 

dt reproducibilidad entre ~as, la cual se evalu6 mediante wia 

prueba de P cuyos resultados aparecen en lo. tabla XII. En esa. t! 

bla podemos a.preciar que la F cal. es menor que le. F c' uor lo C'tte 

indica que no hay diferencia estadística sienitice.tivn entre lm: 

muestra• y que por lo tanto, el o4todo muestra reproducibilide.d 

entre días con una varianza total de 3.39, una vario.nza entre 

~as de 3.20 y una varianza. dentro de un día de 5.51. 

Ia especificidad no fue probada. Esto se debió e. la im:no:::i­

bilidad de conseguir el r.iet~boli to '(l:dncipal, la co.rbo;~i tolbu·~a­

oida, ~mra., como estándar. Sin embargo existen tla.tos en la lite­

ratura que que ap·oyan el auponer que el método presentado aquí 

sea específico. Como se indicó anteriorr.iontc, el pJCe. li.e la tolbJ,: 

tacti.da es de 5 .35 y el de la co.rboxi tolbu·~o.mida es de 3.54. :Por 

otro lado, el :pH medido en lao :nuestras <le !1J.asrna acitlulo.do con 

fosfatos es de 4.5+/-0.l. A ene .n:! ar>ro:dmn.<lamente el 90'~ de la 

tolbutarüc1o. se encuentre en su forma no·.ionli:zada, mientre.s ~.ue 
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aproximadamente el 90% del metaboli to se encuentra en su fema 

i onizeda, la cual no pasa a la fase or¡;ó.nica en un sistema de 

aolventes de extracci6n. Aunando a lo anterior que la carboxitol ,.. 
butamida., por ser más polar, en su forma no ionizada exhibe ma .... 

yor solubilidad en agua y menor solubilidad en los solventes or­

gánicos y que ,es eliminada del cuerpo 12 veces más rápido de lo 

que se produce 27, se comprende por qtttf au interfe'rencia p~dr:!a 
ser no oignificativa. Aún es!, es recomendable determinar este 

parámetro si se tiene la posibilidad de hacerlo y se quiere hacer 

uso de éa.te m.S.todo. 

Ia especificidad no determinada hace que este mtftodo no sea 

muy confiable en estudios de farmacocin.Stica, ya que en elJ.os se 

efectúa el a~liais sobre la fol'l?B no transformada del t4rmaco y 

la posibilidad que el metabolito interfiera no debe omiti .. e. 

Aunque, segÚn la informaci6n de arriba, la probabilidad que in·­

tertie:ra el metabolito es baja, h::i.sta no ser probada la especif! 

ciclad no se debe introducir este mtftodo en un estudio de estos. 

Por otra parte, si el estudio no es mu.v tino o bien si •.solo 

se quiere establecer si los niveles del fármaco se encuentran 

dentro de loa niveles teraptfuticoo (oonitoreo de pacientes), en­

tonces si se puede usar con confianza el m'todo prescntndo. Asi­

misno, en estudios de biodisponibilidad y/o de bioequivalencia, 

en los que toma ma,yor importancia la cantidad y le velocidad con 

le. q_ue entra un f!ÍrlnEl.co al organismo, y los niveles de f'rmaco y 

r.ietaboli to :pueden ser determina.do ape.r·lie o en conjunto, este r.i'­
t odo :puede ser usndo con e onfia.nza .• 
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C?ONCWSIONES. 

En eate trabajo ae preoent6 y valid6 un m6todo para determ.!, 

nar tolbutnraida en plasma humnno. 

De acuerdo a los resultados obtenidos De encontró que, en 

el intervalo de concentrn~iones de O a 12 mcg/ml, la tolbutamiua 

cump¡e con la Illy de Beer. 

k,:; pruebas estadísticas efectuadas demuestran que el r.iéto­

do ea exacto y preciso en el intervalo de concentraciones de 112 

a 37 mcr/ml~ 
As:! también se der.iostr6 ciue el método ea reproducible. T.e. 

demoatraoi6n se etectu6 a dos niveles de conoentraci6n lo cual 

otorga ~or confiabilide.d al raltodo en cuanto a rel)roducibili -

dad H rtfil:re • 

Bl l:!mi~e inferior de detecci6n de ~ate m4todo es de 2.25 

mcg/ml, el cual ea bueno tratándose de una determinaci6n eqiec -

trototom,trica ultravioleta y extracción con solventes. 

Aunque no se demoatr6 ex~erimentalmente QUe el nmtodo es 8,! 

peottioo, hay evidencias que la probabilidad que la carb<»:itolb~ 

tamida interfiera es muy baja. 

DI acuerdo a las !Jruebe.s estadístico.E utilizadas, se esto. -

bleci6 que el método es reproducible entre días, lo cual da la 

,venta~a de no tener que efectuar Ul'la curva estándar de co.libra -

ci6n cada d:!a que se utilice el m4todo. 

Ie.s muestras plasmáticas pueden ner almo.ccnadi:u:: a 4 ºe dura,!_1 

te al menos 15 día~, sin deterioro de la tolbutnmidn. 

Por las características que presenta el m4todo, es ~oaible 

utilizarlo con confianza en estudios de biodinponibilidad y/o 

de bioequivalencia. 
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Para poder aplicar 6ste m~todo en estudios farlll!'.cocin~ticos 

es necesario determinar ou especificidad, paro. tener mayor con -

:t'innza en loo i-eaul tados que se obtengo.u. 

Ül.o características que presenta el m6todo oe puedon re:iu­

mi.r como oigue: 

- Es un m•Hodo sencillo en cuanto a la ttScnica y el equipo 

que se utilizan. 

- Es ripido relativamente ya o_ue ce necesiten aproximada.mente 

30 ciinutos paro. analizar una muestra, :.liendo de me.yor n·tiJ.idad 

cuando se analizan varia.a muestnw silnultáneamento. 

- Es confiable, dadas las características determinad.ns en ln 

validaci6n: exacto, preciso (en térr.iinos de rerieUción y re!Jro~ 

oibilidad entre días y entre analistas), lineal y con un l!~ite 

de detección de 2.25 mcg/ml. 

- Se ve afec;:tado sumtlr.tente con ol canbio de solventes que ne 

est'n utilizando, por lo que se recorliendo. acopiar touo el sol -

vente que se vaya a utilizar en el eotudio y no utilizar nlcuno 

cuya pureza sea deoconocida. Otra coas. que r,e puede hnccr, es 

reajustar el ra.Stodo, sobre todo los tiemi.J oo do e.ei tación, nde!:l~S 

de pre!'arar otra curva estándar con los nuevo~ solventee, 

- Es aplicable a estudios de bioequiva.lcncio. y/o de biodi~po-' 

nibilide.d, pero no ele fa.rmacocinéticn. 
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RESUMEN 

El trabc.j o pre:::entndo con:::isti6 en el establecimiento y vali­

daci6n de un r.1étodo cspcctrofotor.iétrico ultravioleta parr. detcr­

mino.r tolbutamidn en r:iucatras c1e nlasrna humano. 

El método establecido se basa en la extracción de tolbutamida 

con une. ftlezcla de alcohol isor.mílico al ~ en hexano, a !1artir 

de una nuestra plc.a·:l!Ítica acidificada con una solución de fosfa­

. tos, ne[.,iüda de unn ree}:tracci6n con hidr6xido de sodio 0.1 N ~r 

leer al ospectrofot6metro después de acidificar el extracto con 

ácido clorhídrico 2.0 n. 
llara c1e"tcr::1inar la e:>:a.cti tuc1, precisi6n y linee.rielad del r.1ét,2 

do, LJe analizaron muestro.a con concentraciones de tolbute.r.1ida º!! 

tro 37,5 y 112 :.1Cg/ml, que correoponden a concentraciones porce.u 

tucles del 50 al 150 por ciento de la concentre.ci6n media tora -

p~utica (75 mcglrnl). 

Te. oensibilida.d fue esta.blecida tras analizar rnuestrns plan~ 

ticaa con concentraciones porcentuales del l al 25 ~or ciento, y 

tmJbién ::;e r.umlizuron mue;,tras del 100~'. '1e.re. evaluar la et·~c.bili . -
dad de las muestrea y la verjabilidnr.1 entre días. 

Los rest:ltados estadísticos montrc.ron que el i:.étodo er: c:·:f'.cto, 

preciso, re:iroducible entre díe.s, entre e.na.listas y entre c0ncc.!: 

traci ones. Te. sensi bilidud rlemos tredn eo de 2. 25 ncg/nl. El m.St,2 

do puede ser utiliza.do en estudios de bioequivalencia., bioclis"'o­

ni biJ.idad y con ciertr.o rcoervr•.s en. e::;tudios farme.cocinéticor:. 

Tanbj6n puede ser utiliz~d~ en el uonitorco clínico. 

Ú!.:J co.racterísticns resumido.a del método son: sencillez, rapJ. 

üez y confia.bj lidnd. 
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APENDICE A. 

'.CAD1A A. Valores de absorbe.ncia deteminadao ')O.ra ce.cla caneen 

traci6n, para estubJ.ecer las curvas de cali bre.c:i 6n. 

:Je hicieron tres replicaciones por concentraci6n. 

DIA l. DIA 2. 

e (mce/::il) AJ3SORB/JWIA A.DSOilDANCIA 

1.2 0.064 0.056 0.051) 0.063 0.058 0.061 

2.4 0.108 0.112 0.108 . 0.115 iQ.107 0.101 

4.8 0.235 0.235 0.236 0.230 0.248 0.235 

6.0 0.288 o.2ve 0.289 0.290. 0.288 o.2C6 

9.6 0.481 o.4ll9 0.484 0.485 0.478 0.485 

12.0 0.590 0.590 o.587 0.591 0,597 o.51?e 

DIA 3. 
e (;Jcg/ml) ABSORJWWIA 

1.2 0.061 0.068 0.059 

2.4 o.1oe 0.111 0.109 
4,8 0.234 0.239 0.237 
6,0 0.285 0.281 0.290 

9.6 0.480 0.289 o .485 

12.0 0.589 0.590 0.595 
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TADLA D. Porcentajes de recuperaci6n y r:iicrocramos determinndos 

para cnda ml de plasma, y cada concentrnci6n. 

50,C 60~~ 70'/, 80% 
m.d. p.r. m •. d, p.r. m.d. p.r •. li1o el, p.r. 

36.59 97.57 43.61 96.90 51.50 98 • .10 58.96 98.26 
~8.12 101.66 43.39 96.42 51.94 98.93 55.89 93.15 

36.37 94.65 46.02 102.26 51.72 98,51 5e.oe 96.eo 

35.49 96.99 45.80 101.77 52.16 99,35 59.61 99.36 

37.25 99.33 44.92 99.83 51.72 98.51 58.96 98.26 

36.37 96.99 43.83 97.39 51.28 97.68 60.27 100.45 

27.03 98.74 44.26 98,.37 50.84 96.84 59.61 99.36 

37.47 99.91 44.05 98,37 52. C2 100,60 ~9.18 98.63 
37,47 99.91 44.70 97,88 50.62 96,43 59.18 98,63 

37.25 99.33 44.26 99.34 52.82 100,60 58.52 97.53 

9~ 10~ 11~'" 12~ 

m.d, p.r. m.d. p.r. m.d. 'P• r. !'!lo d. J1' r, 

65.53 97.09 73.87 93,49 81.54 98.84 88,56 91),t,() 

65.10 96.44 74.09 96,78 81.10 9e..31 90.97 101.08 
68.50 101.63 74.53 99,37 eo.88 9e,04 90,53 100.59 
67.73 100.34 74.96 99,95 {)3,73 101.49 88.78 98.64 
67.51 100.01 74.74 99.66 81.76 99.10 89,00 98.89 
68.16 100.98 75.62 ioo. c3 S0.66 99.78 89.43 99.37 
69.26 102.61 72.99 97,32 81 •. 76 99.10 88.56 913.110 
66.85 99.04 75.84 101.12 83.29 100.96 89,43 99.37 
66.85 99.04 74.09 98.78 82.20 99.63 89.22 99.13 
66.85 99.04 74.52 99.37 e1,7G 99.10 87.46 97.lC. 
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1305~ 1405) 150';~ 

m.d. p.r. m.d. Prro m.d. p.r. 

96.67 98.93 107.19 102.09 112.02. 99.57 

96.46 102.30 106.53 101.46 114.21 101.52 

99.74 101.40 101.71 96.87 115.75 102.89 

90.87 98.70 103.73: 98.75 111.14 98.79 

96.23 99.15 104.78 99.79 108.96 96.85 

96.67 99.60 102.38 97.50 111.58 99.18 

97.11 97.so 104.78 99.79 112.24 99.77 

95.36 99.15 104.13 99.17 111.eo 99.38 

96.67 99.37 105.44 100.42 113.12 100.55 

96.89 99.15 105.00 100.00 114.44 101.72 
TABLA E. Continuación, 

fABLA C, Abaorbancias de las nuestras a las concentraciones Pº! 
centuales del 1 al 25 por ciento de la concentrnci6n 'D.! 

dia terap4utica. 

1% 2~ 4% 6,, ~ l°" l~ 

o.ooo 0.002 0,009 0.017 0.024 0.027 0.049 
0.001 0.001 0.004 0.015 0.020 0.029 0.047 

0.002 º·ººº 0.004 0.019 0.024 0.031 0.042 

0.001 0.003 0.006 0.014 0.026 0.024 0.040 

o.ooo 0.002 0.006 0.017 0.026 0.029 0.046 

0.002 0.003 0.007 0.020 0.024 0.027 0.047 

0.001 0.002 o.ooe 0.017 0.023 0.027 0.045 

0.001 0.002 0,008 0.018 0.025 0.026 0.044 

0.001 0.004 0.001 0.016 0.025 0.028 0.046 

0.001 0.004 0.007 0.017 0.023 0.028 0.046 
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TABLA: c. Con ti nuaci 6n. 

155~ 20% 25~1 

0.052 0.068 0.090 

0.056 0.069 0.086 

0.056 0.064 0.090 

0.044 0.066 0.093 

0.048 0.065 0.091 

0.053 0.071 0.085 

0.055 0.072 0.093 

0.057 0.068 0.092 

0.053 0.071 0.095 

0.055 0.067 o.oe5 

TABLA D. Porcentajes de rocuperaci 6n a los l, 2, 3, 4, 5, C, y 

15 d!aa de una muestra de ~lasma. Oonc. 75 mcg/ml. 

DIA 1 DI.A 2. DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 8 DIA 15 

98 •. 53 102.09 98.79 85.04 96.ll 97.21 96.11 

913.42 101.46 99.38 97.51 105.79 97.13 104 .16 

99.39 99.17 101.72 92.19 91.96 96.15 103.71 

99.64 99.38 98.75 103.71 97.49 98.18 96.11 

100.09 100.55 102.38 101.64 103.71• 98 .. 50 89.89 

102.08 99.13 96 .. 85 96.71 93.34 95.13 97.16 

95.18 97.13 95.86 98.75 9G.ll 94.1G ~6.13 

101.03 98.63 90.53 97 •. 50 87.81 97.18 91.17 
·97.28 96.80 98.75 99.17 95 •. 96 913.13 9?.14 

99.97 99.13 99 •. 38 96.98 95.96 99.30 95.96 
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ADREVIATURAS USADAS. 

A: Aba orbancia. 

lJS: No significativo. 

s+: Significativo. 

G : SenEitividad. 

E. EXP: Error experimental. 

F Valor cr:!tico de F en el ANADEVA. e 
G. L. Grados de libertad 

o.d. Microgramos dcterraine.doa por mililitro. 

p.r. Porcentaje de recuperaci6n. 

Prol!l. lite din ari tmlStica del conjunto de valores. 

I.c. Intervalo de confianza. 

m.a. 1 tu.crogramoe afíadidoo por mililitro de muestra. 
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Al'ENDICE B. 

Mediclas descriptivas. 

l. Media weatral ( i ) 
donde n : ta.maao de muestra 

n 
I:. i=lxi a sumntoria de todos loa valores de las observ~ci~ 

nea 11x 11s. 

2. Dlaviaci6n estándar muestral ~ S ·). S = Sf;x 
n - l 

donde SSX a auma de los cuadrados de lae de1viaciones. 

ssx = I:. ( x1 - i ) 
n - 1 1 grados de libert~d. 

3. Jrror e1tllnclar de laa medias mueiitralea ( sx ) • 
Sx = S 

~ 

4. Intervalo de confianza de la media al 95~t de probabilidad. 

-+ x_ si t 
(0.05; o.r .• ) 

5. Coeficiente de variaci6n ( c.v. 6 desviaci6n estándar re­

lativa (DER). 

c.v. = ~ ( 100 ) 
X 

Oorrelaoi6n lineal. 
6. Ecuaci6n de la recta de regresión y/x • 

y 
0 

: intercepto en el aje de J.us a.bcisa:::. 
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7. Pendiente de la rectn de regresión ( m ) • 

:q-y!::r 
m = 

SSx 

donde S3x está definida en a y 
L" xy : suma de los productos de los elementos de los 

parea ordenados. 

8. Coeficiente de correlación ( r ). 

r • ....§!....( m ) Sy 

9. Stnaitivida:d ( G ). G .. S y/x 

10. Error est4ndar de regreai6n ( S y/x ) 

¿ ( y - y )2 
S y/x .. --n---2--

donde y ea el valor estimado, y es el valor experimental y 

n es el número de parejas ordanadaa. 

11. Intervalo de confianza de la recta de regresi6n. 

y .. y ! 1.96 s y/:r 

Se trazan líneas paralelas a la recta de recreai6n a una di! 

tancia vertical de +/- 1.96 S y/x partiendo del valor de y. 

12. Piueba de t-Sti1dent, - -Ho 1 X :a M X - 11 
te:~p .. SI 

Hasi .. 11 

donde si está definido en 3 y r! es la media poblacio­

nal. Ia prueba establece que si texp t
0 

a una uroba­

bilidnd determinada, la muestra difiere sibflificativ! 

mente de la media poblacional. 
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13. Tabla de ANADEVA • Un criterio de clasificaci6n. 

Fuente de Suma de 

Cuadrados 

Varianzas 

(Cuadrado medio) 

SSe / K-1 

variaci6n G.L. 

INTERr.tllliSTRAL (e) K-1 

INTRAMUESTRAL ( d) ( R-l )K 

SS e 

SSd 

sst 

SSd / (R-l)K 

TO'l'AL KR-l sst / KR-l 

donde 
SSt = x 2 - I:.(x)2 /RK 

ssd = ss
8 

+ ssb + ss
0 

+ ••• + ssk 

SSt = sst - SSd 

K : mlmero de muestre.a. 

R : número de replicaciones para cada muestra.. 

SSª, •••• ss1c 1 IWllBB dt las dHviaciones al cuadrado, de le.s 

14· 

111L1t1traa a, b, •••• ,k. 

P = SSe I ¡ - 1 
cal • SSd / (R.l)X 

Ho : SSe • SSd 

Ha : sse = ssd 

Si Pcal Fl-cx con (K-1/KR-K) grados de libertad, las mueE­

traa difieren significativamente. 
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