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INTRODUCCION

Bn la actualidad el andlisis farmacéutico se haya extendido
a una gran cantidsd de materiales, formes de dosificacifn y mues
tras biollgicas y fundaments la obtenocilén de resultados de estu-
dios farsacocinéticos y biofarmacéuticos que permitem estadlecer
los criterios necesarios pars desarrollsr productos farmacéuti -
cos y regimenes de dosificacién con bases més ruciocnamles.

Por otra parte, muchos de los prodlemss que limitaben al a-
nélisis han ido desspareciendo com ayuds de las téonicas analfti
cas modernas; sin emdargo esté claramente estadlecido que el coa
portaniento del método analitico depende de varios factores como
son 1la puresa ds los reactivos utiligsdos, el funciomamiento de
1os instrumentos y aparatos as{ como su tipo y marca entre algu-
nos otros. Bste lsimo aspecto nos lleva a la necesidsd de este~
blecer criterios que determinen la confiabilidad ds 1los resulte-
dos obtenidos por cualquier método anmalftico, 10 cual es posidle
msdiante la utilisaciln de métodos estadistioos que ayudan a va~-
1idsr los métodos. A

108 estudios ¢ investigacionss biofarmscfuticos y farmacoci
néticos que se efectuan, amenudo son costosos por 10 que es in -
dispensabdle rodearse de pnéwuonu que pernitan obtener resul-
tados confiables sue aseguren el rigor de la intorpntnoidnz. En
tre tales precausiones eatf el contar con un método analftico
que sea sensible, pars realizar valoracionss todo sl tiempo que
sea necesario, y especifico, para diferenciar al férmaco de sus

metabolitos,
Ia necesidad de tales estudios, nds especificamente de bdio



2
disponibilidad y bioequivalencia, nacid de la observaciém que 1la
eficacia terapéutioa cambiaba 81 la especialidad farmacéutica
que estaba siendo adninistrada era cambiada por otra o bien no
ers de la misaa marce comzjcialzl.

Bsto ha sido taabién obeervado en pacientes diabéticos que
sl estar controlados con toldutamids, salen ds control cusndo
por alguna causa llegan a canbiar &s marca utilisando otrs ape~
rentementes equivalente.

Por eso 1ls toldutamida fue considerada para este estudio de
tesis tomando em cuents adends que es usada aspliamente en la po
blacién diabétics, que su toxicidad es relativaments teja por lo
que es el f4rmaco &s elecoiln en muchos casos y también porque
#0 encuentra incluida en los cuadros bdsicos de la S.5.A., I.S.
S¢S.2.8. ¥ A0l I.M.8.8,



OBJETIVOS

« Batablecer un método espectrofotométrico para determinar

tolutarids en plasma humsenoc.

= Bfectuar la validacibn del nétodo mediante la determinacién
é pardémetros estadisticos adecuados,

- Decidir las condiciones dajo las cusles el método pueda ser
utilisado.

- Concluir sobre la posible utilidad del método en estudios
de farmscocinétioca, biodisponibilidad y diocequivalencia.
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GENERA LIDADES

Razones, propbeitos y necesidad de realizar estudios de va-
11dacién de técnicas snalfticas.’

Para comprender qué tenta inforamcibn debemos obtener al e-
fectuar un estudio de validacibn, es necesario descudrir la uti-
11ded que tiene asi como las rasones que impulsan a su realisa -
cién y los propleitos que se persiguen.

Bn todo estudio de investigacién que sea realizado los néto
dos tendientes a cuantificar la respuesta medible hoy en difa tie
nen una gran importancia. En muchos eatudios es necesario deter-
minar alguna sustancia en el material de estudio, por 1o que se
dede contar con alguna técnica analftica pare hacerlo. Sin embdaxr
€0, ¢ olmo assgurar que los resultados obtenidos son reslmente
f£idedignos ? inte esta pregunta los investigadores han hecho uso
de nétodos estadfsticos modernos para poder conocer y asegurar
la confiabilidad de los resultsdos obtenidos para.que valgs la
pena invertir en la investigascifén. Asimismo, la confiabilidad de
los resultados hace que las interpretaciones que de ellos se de-
riven tengan mayor grado de validez a' la vez que se acercan més
s la realidad. De ah{ podemos deducir que las razonmes que llevan
8 una validacién pueden ser de tino ético y econbmico.

Bn el caso que se miestra, validar un método por el cual se
determina un férmaco en plasma, las iazonea éticas pueden ser
las siguientes: asegurar la verdad de las interpreteciones sin
tratar de engaflar, recordando cdemfs que mucha de la informecién
que se obtenga ser{ aplicada en beneficio del hombre mismo, El
investigador, antes de lanzarse a la realizacifn de un estudio
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debe prever la trascendencia que pudiesen tener los resultados
que obtenga, por lo tanto no debe aventurarse usando un método
del cual no estd seguro de la confisnza que pueda depositar em
ellosz.

Por otro lado, como se dijo anteriormente, las invectigacio
nes se requieren de una inversién, una inversibn gue necesita ser
pr.tegida pare no malgaster 1o poco o mucho que se tenga, Ademds,
en el caso que se utilicen animales nada justifica el que ce les
haga sufrir inmutilmente y cuando el hombre sea el sujeto experi-
mental esto es mis obvio,

Los propéeitos que se persiguen han quedado implicitos en
cada una de lags razonss dadas anterjiormente por 1o que toca lu-
car el estableciniento de la forma en que se validla.

Punto de vista estadfstico de la validacién??*3d,

Los resultados que pueden obtenerse por medio ds una técni-
oca analf{tica cuentitativa son producto de una medicilm que, como
eatinaciln que es, estd sujeta a un error. A ese error lo pode -
mos dividir en dos: el error controlable o error determinado, el
cusl se debe & una falta ds control de calidad y puede ser elimi
nad0; y el error incontrolable o 1n¢ietom1nudo, el cual es produ
cido por causas ajenas al linvntigador por lo cual no pueds ser
eliminado aunque se eaforgzase en ello y que adenfs depende del
asar. Dado que el error indeterninado es un producto del azar,

y o8 al que propiamente se debe la variacién de la medicilnm, es
la caracterfstica que debe ser validada. Esto es » la validaocién
de un nétodo analf{tico se refiere a la evalueciln cuantitativa
del error indeterminado que le os inherente”.
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Ia validacién de los métodos me especiffca por medio de con
ceptos tales como exactitud, precisién, linearidad, especifici -
dad, reproducibilidad y repetibilided los cuales quedan deseri -
tos por medio de pardmetros estadisticos y pruebas estadisticas
que los definen., En 1o que sigue se dar{ una breve definiciém de
los canceptos mencionados as{ como los pardmetros estadfsticos
que los definen. ;

Exectitud, Bs el grado de concordancia entre un valor deter
ninado y un valor de referencia. Su estimacién se asocia con la
suma del error determinado y el error indeterminado, o sea, con
ol exror total:, la exactitud queda definida con la medida de las
observaciones que se realicen y el intervalo de confiansa al 95%
ds probedilidad. Debido & que los métodos analfticos se ven limi
tados por los sparatos ¢ instrumentos que se usen y por las cs =~
recter{sticas propias que le rodeen, la exactitud se ve afectada
por la concentraciln del compuesto por evaluar, por 1o que se Ie
comienda efectuar la evaluacifn con al menos tres diferentes con
centraciones. Ia necesidad de tener un valor de referencia hace
que en la préctica el compuesto por evaluar sea ailadido en canti
dadss conocidas sl material donde va a ser determinado.

Precisifn, Es uns medida del grado de concordancia entre me
diciomes repetidas de una misma propiedad. Eate término es un po
00 ambiguo por 1o que los sutores tienden a darle diferentes in-
terpretaciones. Algunos le llaman precisiém pero otros lo expre-
san como repeticidén o repetidbilidad y como reproducidilidad, Co-
mo quiera que sea, el pardmetro estadf{stico que lo define es ol
coeficiente de variacilén o desviacién esténdar relative.

Sin embargo, la muestra de datos sobre la que se hace la in
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ferencia en cada ceso es diferente; en el primer caso se trabaja
con una sola muesatra de datos obtenida por un analista.

le repeticiln se relaciona con le dispersién de las observa
ciones al reducir 2 un minimo el error determinado, o sea que es
la concordancia obtenida entre determinaciones independientes de
sarrolladas por un mismo analiste usando la misma técnica, equi-
po, reactivos, etc... los pardmetros que le definen son la des -
viacién estdnder, el intervalo de confianza y el coeficiente de
variacién, Este ¥ltimo nos permite comparar diferentes muestras
aunque tengan diferente valor medio. '

Reproducibilided. Es el grado de concordancia entre observa
ciones repetidas cuando se han introducido variaciones en la ope
racibn. En este caso el anflisis se efectdn con alguna condicién
diferente para cada muestra de datos obtenida, lo cual permite
la distincién de reproducidilidad entre anelistas, entre equipo,
0 entre laboratorios. Los estadfsticos que la definen sbn los
nismos que pars la repeticién.

Especificidad, Es el caso en que la medic16n e debida ¥ni-
camente & la sustancia que se quiere determinar y no a otras sus
tancias, similares o no, que estén presentes en el material que
8¢ desea analizar. Si se conoce la sustancia o sustancias que
pueden causar interferencias, en la préctica, se afiaden junto
con la sustancia de interés en cantidades conocidas para obser -
var su efecto. Este aspecto de la validaciém cobrs una importan-
cia radical en los estudios de estabilidad y en el anflisis en
fluidos bioldgicos para estudios farmacocinéticos o de biodispo
nibilidsd. En este caso la especificidad se establece comparan~
do las muestras y tratando de ver si la diferencia que pusda e-
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xistir entre ellas es siznificativa. Tal comparacién se hace me-
diante une prueba de hipftesis, suponiendo que la diferencia pre
senta una distritucidn de t-Student y asumiendo que las muestras
provienen de la misma poblacién.

Linearidad. Bs la medicién del grado en que una curva de ca
1ibracibn se aproxima a una lfnea recta o bien, el grado en que
la suceptividad es constante. la suceptividad del método se defi
ne como la relacibn entre la pendiente de una curva de calibra -
ciln y 1a variabilidad de los puntos experimentalea. Dicho en pa
labras nfs simples, la linearidad es la medida en que los puntos
expsrinentales me apriximan a una lfnea recta cuando las varia -
bles que se manejan son la concentracién o cantidad afiadida a la
nateria que 2e analiza y la concentracién o cantidad medida e -
diante el anflisis,

Los pardmetros estadfaticos por los cuales se estabdblece la
linearidad son la pendiente, el intercepto, el coeficiente de co
rrelacién, el ervor esténdar de la regresifn y la sensitividad.

Linite de deteccifn. Tembién es llamado sensibilided y se
refiere a la menor cantidad del compuesto que puede ser determi-
nade al anslisar el material de interés.

El 1{nite de deteccibén se determina con los 1imites de con-
tianga de la recta de regresién al graficar la centidad adicions
da contra la respuesta medida. Se traza una paralela de la recta
a una distancia de ~1.96 Sy/x (1imite inferior de confianza) y
el intercepto con la sefial dada por el ruido nos sefialar{ la sen
sibilidad del método.

Estabilided de la muestra., En el caso de métodos para flui-
dos bioldgicos se debe mostrar si los cambios ffsicos o quimicos
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de la miestra alteran la determinacién de la sustancia de inte -
rés, Si hey alteracién, se deben establecer las condiciones de
almacenanmiento adecuadas para las muestras,

Ie forma exacta por la que se puede efectuar la validacién
de uns técnica analftica varia dependiendo de la natursleza y el
uso que se le vaya a dar. Asimismo los parémetros minimos que se
requieren pueden no ger 1os mismos para cada caso en particular,
En el caso presente 108 perdmetros wi{nimos son los siguientes:
linearidsd, limite de deteccidn, precisién y exactitud, reprodu-
cibilidad, especificidad y estabilidad de la muestira,
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MONOGRAFIA DE IA TOLBUTAMIDA.

Nombres gufmicos y sinbninos’ 22130136

1-Butil-3-(p-tolilsulfonil) urea, N-(butilamino)-4-metil
bencenculfonanida, N-(4-metil-bencensulfonil)eN'-p-butil uresa,
tolilsulfoniltutilurea, N-(p-tolil-4-sulfonil)-l-butilurea, N-
(sultonil-p-metilbencen)-N'-n-butilurea, l-butil-3j-tosilurea;
*butamid”, toltutilurea, D-860, HIS-831, U-2043, "arcosal", “ar
tosin®, "diabetol®, "diabaton", "dolipol®, "glicotron®, "glyco-
trén", "hipoglicone", "mobenol", "orabet", "oralin", "orinase",
“promidex”, “rastinon", tolbet, "tolvino*, "neo-nortoral, "tol-
bugen®, *tolbumid®, "yosulan" y tolglibutamida,

Pérmula condougg36 .
OIZHJ.ON2°3S

Rérmuly Qeapro;;ags .

H 30 oz-m-c 0, NH=C 4ﬂ9

Peso mo:l.eculg36 .
270.35

nncr:l.gc16n.6' 36

Polvo cristalino blanco o prédcticamente blanco que tiene un
ligero sabor amargo y es prdcticamente inocdoro.
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Propledades f{sices’®2®,

Solubilidad. Précticamente ingolube en agua pero forma sa -
les solubles en soluciones alcalinms., Soluble en alcohol y en
cloroformo. Bs soluble 7.8 a 1 en tolueno 4.4 a 1 en una mezcla
acetato de etilosheptano en proporciém de 1:3,

ango s fusi&e®Y,
126-130°, 126-132° § 128.5-129.5 .

Propiedades cristelims!’.

Morfologfa cristalina: ortorrombice y piramidal rémbica.

Cociente axials 0.454:1:0:0,3864 .

Propiedades Sptices: {ndices ds refraccifm 1.544, 1.556 y
1,604; media geométrica de 1.562; refraccién molecular 69.4 (od
servalda) y 70.4 (calculada); éngulo axial éptico de 38°,

Rspectro ultevioht;s' 17.

Bl espectro obtenido con unp celda de 1 cm usando como s0l-
vente metanol y & uns concentracién de 10 neg/ml exhibe un méxi-
20 @ 226 an°’, En etanol a les mismas condiciones se tiene un md
ximo a 228 an (31’, lcm 500), a 257 am (3175’ lem 22) a 262 nn
(Bu, 1l cm 26), a 267 an (Blﬁ' lem 25) ¥ a 274 nm (Blﬁ’ len 22).

Ensayos de identiams®,

Ae E1 espectro de absorcién el infrarrojo de uns dispersién
de toltutanida en aceite mineral exhibe un méximo & la misma lon
gitud de onda que una preparacién con toltutamida USP esténdar.

B. Afiada 200 mg de tolbutamida a 16 ml de deido sulfiirico
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18 N y ponga a reflujo durante 30 minutos. Alcalinice la solu -
cién con hidréxido de sodio 1:5 y destile en bailo de vapor por
30 minutos recibiendo el destilado en 20 ml de dcido clorhidrico
0,1 No A un ml de la mezcla del destilado afiada 100 mg de aceta-
to de s0dio y 10 ml de solucién amortiguadora de boratos alcali-
nos de pH 9.4. Enfr{e la solucién en bafio de hielo por 10 minu -
tos y afiade un ml de p/nitroanilina, deje reposar durante 20 mi-
nutos y agregue a gotas 2 ml de hidréxido de sodio; se debe pro~
dueir una coloracién naranja.

Pérdids al secado™.

Secada por 3 horas a 105°, la toltutamida no pierds més del
0.5% de su peso,

MBG-

Ia tolbutanmida no contiene mencs del 9€% y no més del 101%
ae 012318“2033 calculado sodre bese seca.

Se disuelven 500 mg de tolbutamida en 30 =1 de aleohol neu-
trelizado; se afiaden 20 ml de agua y unas gotas de fenolftaleina
TS. Se titula con hidréxido de sodio 0.1 N S.V. Cada ml de hidr$
xido de sodio 0.1 N equivale a 27.04 ng de 012l18N203S.

' Empague y alnacenamiento.
Ia toltmutanida me debe conservar en recipientes bien cerra-

dos.
36
Est: r de referencia” ,
Como eatdndard de referencie se usa tolbutamide USP estén -
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dar secada a 105°c durante 3 horas.

cta.'cefgorie.5 .

Hipoglicemiante oral.,

dcciones y efectos famacolégicoaas.
El efecto principal de la toltutanida es el hipoglicemian-

te, el cual se acompaila de un inoremento del nivel de insulina
plasnétion y disminucibn del contenido insulfnico del péncreas.
A dosis grandes parece que hay efectos sobre la produceibn de
glucosa.

Los efectos periféricos metadSlicos son semejantes pero no
exgctamente igucles & 108 que produce la insulina administrada
parenterslmnte; esto se debe a que la insulina endégena es 1lide
reda por accifn d¢ la tolbutamida en pequefias cantidades pasando
primero por el higado antes de alcanzar la circulaciém general.
Entre esos efectos tensmos los aumentos de la seoresién de insu-
1m7. captaciin as glucosa por tejidos periféricose, del gluc6gg
no hepdtico, fosforilacién oxidative y la disminucibén de la glu-
cogénesis en el higsdo y de la gluconoog‘msil”. Ia insulina pa
renteraluente administreda no induce la libermcibn de insulina
mdég'nazs.

El efecto de la tolbutamida puede variar en el transcurso
asl afa®®, Se ha observado que en la meilana el efecto es nfs agu
do pero menos duradero y por la tarde ¢s mfs moderado pero pro -
longado. Esto se debe tal ves a cambios en la sensibilidad de
las cflulas beta, adends de la presencia de respuestss compensa
torias de la hipogucem:lazz.
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Otro efecto de la toltutamida es la inhibicién de la 1ipéli
sis en las células de tejido graso y otros tejidos y la disminu-
cién de los dcidos grasos libroae.

Ja tolbutamida mejora la tolerancia a la glucose y muchos
estudios muestran que su accién se debe a que produce la libera-
ciln de insulina pandredtica al provocar la degranulaciém de las
células betal®, Tal liberacién se efectda con o sin produccién
normal de insulina y mediante un mecanismo diferente al que s

producido por la glucola”.

Intervelo de concentraciaones tom‘utiog”.
Do 50 a 100 mcg/ml.

Efectos advepman® U+ 25,

Ia mayoria de los efectos adversos se relscionsn con la sen
sidilisacién de la piel (erupcibén cutdnea por ejemplo) y distur-
bios gastrointestinales como pirosisy dolor abdominal. Tambidn,
sunque nfs raramente, se presentan efectos sobre la sangre (leu-
copenia) y acciones antitiroideas, as{ como en el S.N.C., confu-
sién, ataxia, debilidad e ictericia obstructiva.

Parmacooinéticg.
Absorcifn, la absorcién de la tolbutamida desde el intesti-

no s btuena y virtualmente llege a ser complctn‘o, sin embargo,
se encuentra limitads por su velocidad de disolucién en el flui-
do gastrointestinal por lo que los factores de formulacién farma
céutica pueden modificar la velocided de este proeuo.al

Ia lenta absorcién de la tolbutamide explica el hecho que
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las respuestas clinicas e dosis diarias sean me jores que las que
se esperarfan de un férmaco con vide media tan corta38.

Io velocidad de ebsorcifm de la toltutamide influye sobre
la velocidad de declinacién de los niveles de la glucosa en la
nngn27.

Distribucién y unién & protefnas. Los resultados de diver-

sos estudios spoyan la observacién que la toltutanmida se distri
buye en al lfquido oztmcelula.ras, con un volumen de distritu =
cifn aparente de aproximadamente 8 a 10 litros, Los niveles de
toltutamids en liquidos extracelulares, como edems, l{quido asc{
tico y pleura son mfs bajos que los del plaam38.
' Ia unifn a proteinas plasmdtices de este fArmaco es extense
y o8 sfectada por la concentracién de albtinina, 10 cual hace va-
riar la distriducibn aparents y au cinétice de eliminacidén. Asi-
‘mismo, la edad no afecta la unién e protefnasl.

Bliminacién. Su forms més importante de eliminacién es el
setabolismo . Los metabolitos producidos, la hidroxitoltutanida
¥ la carboxitolbutamide, son 1nactivosu' 20. El metabolito prin
cipal es el derivado cerboxflico e incluso algunos autores indi-
can que es ol lin:lco9 ¥ o8 excretado cuantitativamente por el ri-
filn 12 veces mfs rdpido de lo que es producid027.

Algunos de los tiempos de vida media biolégica reportados
song 5,6 h14, 4ea6b h25, 4.7 hla, 4.7 +/= 0.6 en sujetos sanos
v en diabéticos >, 7.8 a 11,2 h en pacientes cirréticos>>, 5.7 b
tras una adninistracién orel; y unos autores determinaron G.3 y
7.6 h en una distribucién aparentemente bicompartmenta131.
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Usos.
Generalmente es el fdrmmco de eleccidn para el tratamiento
de la diabetes que se inicia en la medurez, en pacientes cuyo

péncreas ain tiene cantidades sustanciales de insulina®’ 2,

Es
el mds benigno y el menos potente pero el mfs seguro para su ade
ministracién, sobre todo si el paciente tiene dafio rena1l4139,40
BEs til, en forma de sal sédice, en pruebas de diagndstico
exploratorio. 5Su uso solo se recomienda para pacientes que no
pueden ser controlados con una dieta adecuads y/o que no aceptan
la insulina. Temdbién es utilizada para escudrifiar pacientes com

normalidades fronterizas de lg prueba de la glucosa,

Pruonggimaes .

la tolbutanida se encuentra en ¢l meroado en tabletas de
0.5 ¥ 1.0 g, ¥ en cépsulas de 0.25 y 045 &

- Doeis memgluticgaa' 25.

Pera iniciar la terapia se pueden dar 4 g. al dfa reparti-
dos en partes de lg. las dosis de mantenimiento son 0,.5-3,0 g.
Para las pruebas de diagndstico usuelmente se usa 1 g, de tolbu-
tamida sédica,
Dosis efoctivasls’ 38, 40,
Ia dosis efectiva estd entre 20 y 30 mg/Kg, i.v.

Toxicologfa.
Ia DI50 en ratas es de 2,344 na/Kg y de 1,234 mg/Ke en rato
nes, oral e intraperitoneal respectivamente. Dosis tan altas co=-
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mo 1000 mg/Kg en ratas produce higado graso sin causar degenerc-
cibn celularl7. Igual dosis en el perro no produce dafios en los
érganos internos afn al administirarla durante 9 meses, Tal dosis
en ratas, administrada por 12 semenas ni destruye las células be
ta ni produce estado exhausto de las mismas,

Los efectos t6xicos en humenos pueden incluir sensibiliza =
cién de la piel, disturbios gastrointestinales, debilidad, pare-
estesias, dolor de cabeze, intolerancia al alcohol e ictericia
obstructive. Algunas veces se¢ han reportado discrasins sangui -
neas incluyendo agramulocitis, leucopenia, trombocitopenie, eosi

nofilia y pancitopenia ' 12, 25.

Etegcoionoln’ 3 o

Algunos férmacos sinergizan la accién de la tolbutanida in
crecentando el riesgo ds un chogue hipoglicémico. Entre tales
férnacos tenemos s la insuline, sulfonanmidas, tanderil, salicila
tos, benemid, inhididores de la monoamino oxidase, tutazolidina,
dicumarol y analexina. El dicumarol potencia la accién de la tol
butamida interfiriendo en su metadolismo; de igual modo actia 1z
analexina, mientras que la butazoliding actia desplazandole de
los sitios de enlace en las proteinas, Ia bishidroxicumarina tan
bién potencie la accidn de éste fdrmaco inhibiendo su metabolis-
mo.

la tolbutamida interfiere con el alcohol de la misma manera
que el disulfiram y produce una prolongacidén de los efectos de
los barbituratos,

Algunos f&rmacos que antagonizan los efectos de la tolbuta~
mida son los agentes bloqueadores beta adrendrzicos y la rifampi
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cina. Esta {1ltime reduce el efecto en un 30-49% al producir una
reduccién de la vida media biolégica en un 43%.

Métodos de determinacién anal{tica’® 170 23, 30, 31, 34

Métodos colorimétricos. N¢ Donald y Sawinski desarrollaron
un método basado en la reaccién de la toltutamida com beta naf-
tol y nitrito de sodio en dcido sulfirico concentrsdo, pare for
mar un compuesto rojo. El método es splicable en un intervalo
de concentraciones de 10 & 50 mcg/ml.

Otro método, reportado por Chulski, para determinar tolbu-
tamida en suero, previa extraccilin del suero acidificado, con
cloroformo y eliminecién con cloroformo a sequedad, se basa en
la rescoién con p-N-dimetilaminobenzamida y leyendo la sbsorban
cia a 350 nm. El porcentaje de recuperscifn reportedo fue de
100 +/= 5 por ciento.

El método de liatin y Rowland se basa en la extracciln de la
toltutamida en 0.5 ml de suero acidificado con solucién amorti -
guadora de fosfatos. Utilizaron para la extracciém hexeno con al
oohol isoanflico al 0.5%, reextrajeron con solucién de hidréxido.
de sodio y posteriormente reoztrajoroh con acetato de pentilo
tres previa acidificacién para producir una reaccién con dinitro
fluorobenceno, El compuesto producido es leido a 420 nm. Estos
autores reportaron una sensibilidad haste 10 mog/ml. lLos coefi =
cientes de variacién a 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 y 50 mcg/ml
son respectivamente 19, 36, 16, 14, 6, 6, 9 y T%.

HMétodos espectrofotométricos ultravioleta. Spingler y Kai -
sor utiligaron suero liofilizado para determinar toltutamida.
Acidificaron el liofilizado y reéxtrajeron con acetato de etilo
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al cual eliminaron reduciendo a sequedad, restituyeron con eta-
nol y determinaron la absorcién a 228 y 280 nm., Determinaron un
factor de correccifém para obtener la concentrmcidn correcte.

Forist et. al. usando dcido fosférico M/15 pars acidificar
el plasma, extrajeron la toltutamide con cloroformo; evapora-
ron a sequedad, restituyeron con alcohol y después de un trate-
miento con carbén activado leyeron a 228 nm. Demostraron que a
esa longitud de onde la p-toluensulfonamide y el &cido p-toluen-
sulfénico no interfieren en la determinacién. Asimismo encontra-
ron que se obedecfa la ley de Deer en un intervalo de concentra-
ciones de 0-24 mcg/ml y que usando un factor de correccién debe-
ris encontrarse la concentracidn real. le acidificacién del plas
ma con deido fosférico permitio efectuar una tuena extraccién
(95=100%) sin incrementar la absorbancia del blanco,

El método de Toolan y Vagmer, modoficado, permite la deter-
minacién de tolbtutamida. En este método se acidifice el plasma
con dcido fostbrico 0.067 M, se extrae con cloroformo, Se reex -
trae con carbonato de sodio y se le acidifica pere tomanr la lec~
tura de absorbencia a 22¢ nnm,

iétodos cromatogréficos. Sued g_i_ﬁ. al. usaron una columna
con detector U.V. para determinar tolbutamida por CIAP. Usaron
plasma acidificado, extrajeron con éter y realizaron le lectura
de absorbancia & 254 nm. Determinaron una sensibilidad del méto-
~ do de.5 meg/ml.

Nation et. al. precipitaron las protefnas del nlesma con a-
cetato de nitrilo y realizaron un andlisis directo por CIAP, de-
terninendo simulténeamente tolbtutamida y carboxitolbutamida le -
yendo a 230 y 200 nm. Su método mostré un linite de detecciénm de
0.5 meg/nl usando 0,1 ml de plasma,
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Matin y Rowlend determinaron tolbutamida por cromatografia
de gases. Bllos acidificaron con fosfato didcido de sodio 0,255
N el plasma, extrajeron con hexano y alcohol isoenilico. Separa-
ron una muestra de la fase orgdnice y reextrejeron con hidréxido
de sodio 1 N, Iuego acidificaron una alicuota de la fase acuosa
con dcido clorhidrico 2N y reextrajeron con acetato de pentilo
para pasarlo por la columna. Determinaron que los coeficientes
de variacién, para las concentraciones de 5, 10, 15, 20 y 30
mcg/ml fueron respectivamente 0.7, 0.7, 1.2, 2.9y 6.4 . E1 li-
mite de detecciln fue de 1 meg/ml.

Propiedades de la carboxitolmtanida®r 18 26,

Peso molecular: 149.1

pKa: 3.54

pKa't 5.2 en etanol al 45% y 6.2 en etanol al 43%.

Solubilidads es sltamente soludble en el intervalo de pH u-
rinario. Su solubilidad aumenta con el pH: es de 2.0 mg/ml a pH
5, de 20 mg/ml 2 pH 5.5 y 300 mg/ml a pH 6. 4 37°C su solubili-
dad se relacione con la de la tolbutamida de la siguiente mane-
ras 13ala.pu5, 60alapH5.5y 3508 1apHE6,
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PARTE EXPERIMENTAL

El féz:maco utilizado en este estudio es la tolbutanmida.

El trabajo experimental consistié en el establecimiento y la ve-
lidacién del método amal{tico espectrofotométrico U.V, para de -
terninar la concentracién de la toltutamida en plasma humano,

El método fue establecido a partir de la informacién obteni
s en la bibliografia y por medio de ensayos paraz determinar el
porcentaje de recuperacién del método,

Tara todo el estudio se considerd la concentracién de 75
mog/ml, que es la concentracién media del intervalo terapéutico,
como la comoentrecién correspondiente al 100% y a partir do ella
se establecieron las demfa comcentracicnes porcentualss, -

MBTODO ANALITICO.
Aparatos; Bspectrofotémetro Baush & lomb Spectronic 850, a-
gitador Vortex-(enie, balansa analitica y celdas de cuarso.

Material: Tubos de ensayo de 20 ml; pipetas volumétricas de
0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 y 25 nl; gradilles; matraces afo-
rados de 200, 100, 50 y 25 ml; vasos de precipitado de 50 y 100
ml y una m:lcrqpipeta de 10 microlitros.

Reactivoss Solucién stock de tolbutamide de concentracién
12 ag/ml; solucién stock de tolbutamida en plasme de concentra-
eibfn 375 meg/mly megela de hexano con alcohol iscamflico el 2¢;
hidréxido de sodio 0.5 N, dcido clorhfdrico 2.0 N y solucién de
fosfato didcido de sodio al 15% p/v.
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Procedimiento:
Se coloca 1 nl de plasmé en un tubo de ensayo que contenga 2
ml de la solucidn de fosfatos y se agita.
Al plesma acidificado se afiaden 10 ml de hexano-alcohol isoa-
nflico al 2% y se agita en el Vortex durante 2 mimutos,
Se deja reposar hasta la separacibén de las fases.
Se transfiere una alfcuota de 5 ml de 1la fase orgénica a otro
tubo de ensayo que contenga 4 ml de NaOH 0.5 N y se agita por
2 minutos en Vortex,
Se deja reposar hasta que se separen las fases y se centrifu-
ga de ser necesario.
Se transfiere una alicuqtn de ) ml de la fase acuomsa & oiro
tubo de ensayo.
Se agrega 1 ml de écido clorh{drico 2.0 Ny se les en ol o5~ -
pectrofotémetro a una longitud de onda de 228 am,
Se determina la concentracibnm de tolbutamida en el plasma a -
plicando la siguiente férmulas

Cp = g.?i!;t.' X A]%Q_
donde: Cest.: es la concentraciln estimsda en la curva estdn
der segin la lectura dada por el prodlema, Es-
ta lectura es lag diferencia contra un blanco.
N : nimero de mililitros utilizados pare el enfli-
ais, En este caso siempre fue de 1.
160/15 t es el factor de dilucién.
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CURVA BSTANDAR.

Para establecer la curva esténdar se preparé una solucién
stock de tolbutamida de conocentrwoiln 12.mg/ml, Aisolviendo 600
ng de tolbutamida con sufioiente solucilm de hidréxido ds sodio
0.1 Xy llevando a un volumen fingl de 50 nl en un matras volu-
métrico disponible. De esta solucién se hiocieron diluciones to-
mando 1, 2, 4, 5, 6 ¥ 10 ml respectivamente y llevandolos a un
volumen final d¢ 25 ml con agua destilada.

Por otra parte se efectuarom extrecciones en plasma 1ibre
d tolbutsaids y después de agregar el doido elorhfdrico sl fi-
nal del procedimiento, se agregaron 10 miorolitros a cada ex -
traoto de o/u de las diluciones anteriores. Con esto se logra -
ron ooncentraciones de 1.2, 2.4, 4.8, 6.0, 9.6 y 12 mcg/ml Tes-
peotivamente y se ley$ en el espeotro & 228 am. '

Ia curva fue hecha tres veoes, una ves en tres d{s distin-
tos con tres repeticiones pare cada comcentrgcién,

VALIDACION.

Exaotitud, linearidad y repetibilidad. Eatos pardmetyos de
ls validscién se determinaron mediante el anflisis de muestras
de plasma que contenfan el 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90,

80, 70, 60 y 50 por ciento de la concentreciln medie terapéuti-
ca. Se efectuaran 10 determinaciones pars cada concentracién.

Reproducibilidad, Este aspecto d¢ la validacién se estadle
cié usando las concentraciones del 50 y el 100 por ciento, Dos
analistas efectuaron 10 determinaciones para cads concentracién
en un mismo d{a para evitar introducir més variabdilidad en los
ensayos.
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Sensibilidad. E1 lfmite 4e detecciln del método fue deter-
ninado msdiante el anflisis de muestras de plasma conteniendo
tollutanida en concentraciones de 1, 2, 4, 6, 8, 20, 12, 15,
20,y 25% do 75 mog/ml. Al igual que antes, se hicieron 10 deter
ninaciones por conceantracién.

Aparte de los anteriores parémetros también se deterniné
la estabilidad de la muestirs pano plasza & una conoentra~
cién del 100 por ciento ¥ alumcenandolo & 0°C. Durante usa seis
na. Oada afa se efectuaron 10 determinaciones de la oconcentrs -
cifn de toltutamida y luego 10 deterainacicnes a los 15 afas.

Asinismo, la variabilidad entre 4fas fue estadlecids efec-
tuando 10 determinaciones a una omoontupi&a del 100% por cine
co d{as consecutivos. '

la especificidad no fue establecida experimentalmente dedi
40 a 1a imposidilidad de obtensr carboxitoldutamids ¢ hidroxi -
tolbutanida, que som lss sustanciss gue posidlemente podrfan in
terferir en ol anflisis. Esto se discute mis adelante.

PREPARACION DB MUBSTRAS, |

Se prepar una soluocidm stock de plasms con tolbtutamida 4i
solviendo en un matras volumétrico de 200 ml, 75 =g de tolbuta-
nida esténdar con la cantidad mfnime posidle de hidréxido de so
dio 0.1 N y llevando al volumen con plasma.

De 1a solucién anterior se preparsron diluciones pars les
conocentraciones del 50 al 150 por ciento ds la siguiente manera:
se tomaxom 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, U ¥y 15 ml de la sOlu-
cifn stock, se colooaron en respeotivos matreaces volumétricos Qe
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50 ml y se llevS a la marce con placma.

las muestras para las concentraciones porceantuales de 1, 2,
4, 6, 8, 12, 15, 20 y 25 por ciento se prepararon como sigues
Se prepar$ ung primera dilucibn poniendo 5 ml de la solucidn
stock en un matraz volumétrico de 100 ml, se aford con plasma y
as{ me obtuvo la solucién del 25% de concentracién; las demds
se obtuvieron tomando de esta ltima solucién volumenes de 1, 2,
4, 6, 8, 10, 12, 15 y 20 ml poniendolas en matraces volumétricos
de 25 ml y llevando a la marca con plasma,



26

RESULTADOS.

Los resultados puntuales obtenidos para las curvas ectdnda
res ge nuestran en el apéndice; En las tablas I, II y III de a-
bajo se encuentran reportados los estadfsticos para cada concen
tracién y dfa, y en 1la grdfica 1, la curva utilizads para el esg
tudio, la cual fue efecinada con los promedios totales.

TABIA I.
Datos de la primera curva de calibracién (dfa 1).

C (meg/ml) I SX10° c.T.
1.2 0.05933 4.16 7.010 r = 0,99948
2.4 0,10933 2.30 2,110 2% 0.99895
4,8 0,23533 5.77 0.245 n = 0,04997
6.0 0.20800 1,00 0,347 y = 3.2 X 207

9.6 0.48066 4,04 0,834  Sy/x = 6,725 X 1073
12,0 0,58900 1,73  0.294

TADIA II,
Datos de la segunda curve de calibracibn (dfa 2)
C (meg/ml) 1 S X100  C.V.

1.2 0,06066 2,51  4.148 r = 0.,99952
2.4 0.,10767 7.02  6.520 2= 0.99904
4.8 0,23767 9.29  3.910 n = 0,05007
6.0 0.28800 2,00 0,694 ¥ = =0,00561

9.6  0.,40267 4.04 0,837  Sy/x = 6.46 % 107

12,0 0.59200 4,58 0.774
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TABIA TII.
Datos de la tercera curva de calibracién (dfa 3)
C (meg/ul) X S X100 C.V.

1.2 0,06266 4473  7.58 r = 0.99947
2.4 0.10933 1.53  1.40 r%= 0,99090
4.8 0,23666 2,51 1,06 m = 0,049935
6,0 0428533 4.51 1,58 y,= -2,915 X 10”3

9.6 0.48466 4.5 0,93  Sy/x = T.66 X 1073
12,0 0,59133 3.21  0.54

Se efectué una prueba de t-Student para ver si habfa dife -
rencis significat:hia entre las rectas, Los resultados de las
pruebas se nuestran en la tabla IV,

TABIA IV,
~ Resultados de la prueba de t=-Student.
Curvas t celeulada t crftica (0.05; gele=8)
lyo2 0,0126"° 2.31
2y 3 0,0196" 2.3
1y3 0,018 2.31

Los datos obienidos en cade prueba para las 10 determinecio
nes de cade concentracidn en cl intervalo de 50 al 150 nor cien=
vto, se encuentran en el apéndice. Cono se notard, tales resultam
408 han sido anotados como poxrcentaje de recobro y como microgra
mos por mililitro deterninados; de esta manera, es posible traba
jar con ambos prupos de datos nera cstablecer la exactitud, pre-
cién (repetibilided) y lineerided del método.
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En la tabla V. se muestiran los estadfsticos de los porcen~
tajes de recobro y en la gréfica 2, la curva de regresién a ner
tir de los datos de microgramos determinados.

TABIA V,

~ ¢ 4 Prom S G2V, Sx I.0. t
(meg/ul) (x) . X +/-
112.5 150 100.020 1.719 1.712 0.544 1,228 0.040"°
105.0 140 99.580 1,610 1,616 0.615 1.841 0.510"
97.5 130 99.550 1.320 1.325 0.417 0,943 1,067
90,0 120 99,100 1.115 1.126 0.352 0,797 2.539°
82,5 110 99,435 1.085 1.092 0,343 0.775 1.646"
75.0 100 99,367 1,119 1,127 0.354 0.800 1.789"

6745 90 99,622 1,910 1.920 0.664 1,501 o.569“f

cal,

60.0 80 98,043 1.994 2,034 0.631 1.425 3.106°,
5245 70 98,555 1.397 1.412 0.442 0,998 3.200°

45.0 60 98,853 1,960 1,983 0,620 1.401 1,850
3.5 50 98,508 1.990 2,020 0.629 1.422 2,170

%% : concentracién porceniual.
Prom : media de los porcentajes de recobro,
S : desviacién esténdar,
C.V. : desviacién estérdar relativa 6 coeficiente de varie-
cién,
S X 1 desviacién ectédndar de las medias muestrales.
I.C.: intervalo de confianze al 95%.

;éal t valor de t calculado tomando al 100% como la medis po-
bhcioﬂal. =2|26 ; t = 3025

0,053 e 1029 04013 2. 1.9
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GRAFICA 1. Curva de calibracién. Concentracibén (abcisas) contra
absorbancia (ordenadas).
¢ (meg/ml) A
1.2 0.06089
2.4 0.,10878
4.8 0.23655
6.0 0,28711
9.6 0.48400
4 12,0 0.59078

A
0.5}
0.4}
0,31 r = 0,99956
%= 0.99912
3 = 0,04976
0.2 -3
Yoﬂ -30327 X 10
Sy/x = 7.665 X 10~3
0.1 G = 6,47

v

12 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12
' C (meg/ml)
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‘meg moeg
Afindidos Determinados
(a.a.§  37.5 36.941
ok 4540 44.484
52.5 51,742
60,0 58.826
67.5 67.234 i
' 5.0 74,525
82.5 61.868
90,0 89.194
200F 975 97.067
105.0 104.567
112.5 112.526

r = 0.999939

r°= 0.999876

a = 1,005578

¥ = 1.005578
Sy/x = 3,068

G =0.3271

A J

=l A
50 100 (m.a )
GRAPICA 2. Linearidad del método para deterninar tolbutamida en

plasms. Se encuentran graficados los meg detérminados

(m.4.) en funcién de los meg afiadidos por ml (m.a.).
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BEn la tabla VI. se muestran los datos de la prueba del and-
lisis de la varianza hecha a partir de los datos de porcentajes
de recuperacién de la tabla B del apéndice, o sea, con los resul
tados del porcentaje de recuperacién de todas las muestras anali
zadas para deterninar la linearidad, exactitud y precisifn.

TABIA VI.

Tabla del andlisis de la varianza considerando un modelo
lineal con un criterio de clasificacién. El criterio de clasifi-
cacibén es la concentracibn. Se hicieron 10 replicaciones con 11
nivelea del factor.

Piente de Grados de Sume de Cuadrado
variacibn livertad ocuadrados Medio "oxp
CONCENTRACION 10 3504573 3.5457  1.3745°°
ERROR EXPERIMENTAL 99 255.3340  2.5791

TOTAL 109 290.7913 2.6678

ﬁl valor critico de F para una probabilidad del 95¢%, es de-
cir, con un nivel de significancia de 0.05 y con (10,99) grados
de litertsd es de 1.93 7,
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Loo resultados obtenidos nor dos snalistas, que trabajaron
las mismas muestres con dos concentraciones diferenties y obte -~
niendo 10 replicsciones, te encuentran en la tabla VIL, Con estos
datos se pucde evaluar la reproducibilidad del método,

TABIA VII.

Resultados obtenidos por dos analistas organizados en uns
natriz de tratamientos de un diseilo factorial de 2X2, Se tienen
10 replicaciones para cada tratamiento.

CONCENTRACION ANALISTA
PORCENTUAL A B
9Y.57 96,99 95.70  97.57
101.66 98,74 90,74 101.66
50 94465 99,91 95.70 96,99
96.99 99.91 94.65 94,65
99.33 99,33 101,66 99,91
Totales: 985,08 . 991.57
98,49 99,95 95,30 100,83
100,83 99,66 101,12  99.66
101,12 97.32 101,12 99.66
97.65 9Ce78 102,80 98,40
98,40 99,37 99.37 97.32
977.23 992,50

A los datos de la tabla VII se les hizo el anflisis de la
varianza considerando un modelo estadfstico lineal., Ioz reculte-

dos se presentan en la siguiente tabla.
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TADLA VIII,
Tabla del andlisis de la varianza de los datos de la tabla
VII. Se consideran dos factores fijos: analista y concentracidn
porcentual; asf como dop niveles para cada factor., Ia veriable

de reapuesta eatd dade on porcentaje de recuperacidn,

Puente de Suma de Cuadrado
variacibn G.L. Cuadrados iledio Feal. F0.95;1,3.6.
ANALISTA 1 116963 116953 0.222"°  4.11

CONCENTRACION 1 11.92466 11.92466 2.263°  4.11
INTERACCION 1 1.96247  1.96247 0.373"°  4.11
E. EXP. 36 189,67160  5.26860

Para la determinacién del limite inferior de deteccién se
analizaron nuestras con concentrsciones porcentuales del 1 al
25 por ciento. Los resultados individualoa,obtonidoa s6 enouen-
tren reportados en la tabla C del apéndice.

El tratamiento que se les dié a los datos es el siguiente:
se determiné la media de las absorbancias pars cada concentra -
¢ién; se trazb una recta de regresién greficando en el eje de
les abcizss la concentracifn conocida y en el eje de las ordeng
das 1n media de las absorbancias, Se encuentran los l{mites de
confianze de la recta obtenida y se traza otra recta narnlela 2
la anterior a una distancia de =1,96 Sj/& (cue corresponde ol
1f{nite inferior de confianza). E1 intercepio de esta dltima rec
te con el eje de les abcisas nos indice el 1fmite inferior de
detecci6n38.

En la grédfica 3 se encuentran los resultados promedio y la
recta de regresidn para determinar el 1limite de deteccién.
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%0 4

1  0.0010 r = 0,9958 -
20,0023 r?= 0,9916

4 0.0066 m= 3.79 X 1073

6  0.0170 7= -5.674 X 2073

8  0.0240 Sy/x = 2.8664 X 20™3

10 0.0276 ¢ = 1.3121

12 0.0M3  I.legomwy i5.6612 X 1073
15 0.0529 1ID = 3%

& 20 0,066

0.20r 25  0,0900

0.08f

0.06}

v—

0.02

0.0

L A i L 'l L L 1

o f 1.

12 4 6 8 10 12 B 20 <0

GRAPICA 3, Limite de deteccién del método (LID).
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Los resultados individuales obtenidos para la muestira en es
tabilidad, se encuentran en la tabla D del apéndice. En la tahla
siguiente se cncuentran loz estadisticos gue se obtuvicron para

cada muestra.

TABIA IX. ’

Eatadisticos de la muestre en estabilidad,
DIA 1. DIA 2, DIK 3. DIA 4, DIAS. DIA 6. DIA 7.
X 99,161 99,347 98,338 96.920 96.423 97.110 96.554
s 16948 1,682 34264 5.175 5.230 1,592  4.543
CoVe 1,960 1,693 3.319 5.339 5.424 1,640  4.700

Para determinar el efecto del pozo de los dfas :obre la vo-
riable de respuesta, se realizé el andlisis de lc varianza 2 los
datos. Los resultados son los siguientes,

TABIA X.
Table del andlisis de le varianze de los denios de lo table
D del apéndice.

Tuente de Suna de Cuadrado
variacién G.L. cuadrados medio Fcal. I"0. 536,70
DLAS 6 91.4605L 15.2434 1,120 2,23

E, EXP, 63 851.33399 13,5130
VARIASILIDAD TOTALs S = 3,69  (,V.=3.78
VARIADILIDAD DEITRC DE DIAD ¢ S = 1.415 C.Ve 1524

Los recultados indivicuoles de las »rucbas de Lo variabili-
dad entre dfas se encuentrcn en la tabla XI, en le cual se inclu

ven los eastedfeticos de cada :westro.
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2anTd XTI, Porceaiajes de recunerscibn desde los muestras nlosnd-
ticas a una conceatracidn del 1007 nreparades en cinco
dfas dilerentes.
DIA 1. DIA 2. DIA 3. DIA 4. DIA 5.
98453 98.49 90,67 102,10 96,18
98.42 98,78 100,96 98,04 103,78
99.39 99,37 102,96 101,64 99,60
59464 : 99,95 100,58 101,64 9749
100,09 99,66 102,71 100,94 103,78
102,08 100,83  99.77  101.33 98,34
97.28  97.32  101.67 98,77 96,11
101,03 101.22 101,67 97.95 99.52
97.28 96,78 97.67 101,33 99.60
99,97 99,37 100,96 102,10 99,60

x 99,37 99,31  100.87 - 100,58 99,40
8 1.54 1.10 1.56 1.66 2467
C.V. 1.55 1,11 1.55 1.65 2469
sx 0.49 0.35 0.49 0453 0.85

TABLA XII. Andlisis de le varianze de los datos de la table XI,
pare evaluar le variebilidad entre d{as, ‘

Muente de Sung de Cuadrado
variacién G.L, Cucirados medio  Yeal,  0.0%:4,50
DIAS 4 22,0582 5.51455 172" 2.5

E. EXP. 45  143.9411  3.19869
POTAL 49  165.,9993  3.30764
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS,

En les tablas I, IT y III se puede observar gue hay une bue
na correlacién entre las concentraciones de tolbutamide y sus
respectivas absorbancias. Esto indica que se cumple la ey de
Beer dentro de este intervalo de concentraciones e incluco hasta
24 neg/ml como 1o especificé Foristlo. Asimismo, con respecto o
las curves de calibracibn, segin loo recultados de le nrueba de
t-Student de le table IV, no existe diferencia significativa en-
tre ellas por lo que es confiable el haber trabajado con los re-
sultedos onromedios totales pare determinar las concentreciones
de las muestres plasmfticas en el resto del estudio, En las mis-
oas tablas I, II y XIII se ve que, como era de esperarse, las con
ceantraciones mds bajas tienen los coeficientes de variseién més
altos, oero todos son renores del 10% lo cual es aceptable pare
estudios en 1o aue se van a enalizar nuestras biolégicas.

Con un so0lo grupo de resultados obtenidos con las concenira
ciones del 50 al 150 por ciento, se validé estedi{sticamente el
nétodo pera conocer la confiabilidad cue le represente en alain
estudio bioldgico. El andlisis de los datos conjunté las evalua-
cioneas de le exactitud, la precisifén en térninos de repeticibn y
le lifearidad, |

Ia exactitud y precisién se evalueron considerando los si-
guientes estndfsticos: la medie (%), la desviacién estdndar (S),
el coeficiente de variecibn (C.V.) y el intervalo de confisnze
2l 955 de probabilidad (I.C.). Asimismo se efectub lo nruecba de
t-Student considerando ol 100¢ de recuneracidn cono lz medie po-

blacionale
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En la tabla V se puede ver que los coeficientes de varig -
cibn van de 1.092 a 2.034, Algunos criterios respecto a la nreci
sifn y exactitud establecen que este cocficiente no debe ner na-

yor de 2 23

, Sin embargo eso es valido vara nétodos que no inclu
yen el andlisis de muestras biolégicas. Para tales casos no exig
ten criterios oficiales ni unificados que cctén reportados, nero
alpunos investiradorec (Divisibén de Estudios de Pozgrado-UNATY)
indican cue c8 aceptable hastz un 10% de cocficiente de varia -
cibn, De ecto se derive entonces que el nétodo nremente es preci
80 en el intervalo de concentraciones estudiado.

En la'misma tabla V se exponen los valores de las t encon -
tradec con los datos experimentales. Como ©e ve, para lps ¢oncen
traciones porcentuales del 120, 0O y 70 por ciento hoy unn dife-
rencia significativa. Esto nodrfa indicar que parz esas concen -
traciones ce perdié exactitud, o sca, oue el ndtodo ez rnenos ¢ -
xacto que en las demfs concentraciones. Para ver si en realidad
existfan diferencias entre las muestras de lac diferentes concen
traciones se efectud la prueba P utilizando lon valore: de la 2
bla B del anéndice. Los resultados de ecsta prueba, de Lo 4nblo
VI, demuestran que no habfa diferencias nignificativas nor lo
que no hay evidencia experinental que indique diferente ermoti -
tud entre les muestras. Por ecto se puede decir que el método e8
exacto y preciso.

En la gréfica 2 estén reportados loz estadisticos utilizo-
dos para evaluar la linearidad. Fotos son: coeliciente de reqre-
sién (pendiente n), coeficiente de¢ corrclacién (r), el coefieate
de determinacién (r2), la rafz cuadrada de la varianza inexnlica

da o error estdndar de regresidn (Sy/x) y la senzitividad G, Co-
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mo ge ve en la gréfica, r2 es aproximadamente 1 y la pendiente
también por lo que es evidente que el método es lineal en el in-
tervalo de concentraciones es’cudiadaseg.

Ia reproducibilided se evalud mediante una prueba de F con-
siderando al analista y la concentracién como los factores aue
podrfan afecctar la variable de respuesta (porcenisje de recupera
¢ién). lLos resultados de diche prueba expuestos en la tabla VIII
indican que no hey diferencia significative entre los tratamien-
tos (combinacién de un analista y una concentracién) y que no
hay interaccifn, por lo que el método es reproducible,

" En la determinacibn del lfmite inferior de detecciln o sen~
sibilidad del método, aparte de los estadisticos de linearidad,
se determind el idtervalo de confianza pera la recta de regre -
8ibn, y como se ve en la gréfica 3, la recta paralela a la de re
gresifn intercenta al eje de las abcisas en 3%, Este intercepto
indica la mi{nime cantidad que puede detectarse con este método
1a cuel traducida a concentracién nlesuktica de toltutamida, ee
de 2.25 meg/nl. Bn la literatura estén reportados loc limites de
deteccidn de algunos' nétodos pare tolbutamida:s 10 mcg/mle?’por es
pectrofotometria visidle; 5 mcg/ml3° ', método CIAP adaptado a un
detector U.Ve; 0.5 mcg/m13o, por CLAP y detector U.V.: y de 1 me
g/m123, por cromatozrafin de paces, Cono se ha de notar, la sen-
sibilidad del presente método es muy buens siendo que se trata
de una determinacién espectrofotométrica ultravioleta y una ex =
traccién con solventes,

Para la evaluacién estadistica de la estabilidad de las
muestras, Se analizan los estadisticos de la tadla IX y los re-
sultados de la pruebe P de la tebla X. En la primer teblo menecio
neda vemos que los coeficientes de veriacién van de 1.64 o 5.424
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los cuales son menores del 10%, por lo cuol se entiende que no
hay pérdida de la exactitud ni de la precisiém. Por otro lado,
por la prueba de F se encontrd que no hubo diferencia significe-
tiva entre las determinaciones de los diferentes dfas, de lo que
se deduce que las mueatras son estables al menos durante 15 dfas
bajo las condiciones de almacenamiento sefinladan,

Otra informacifm que es necesario conocer para saber cudn
itil es un método es la variabilidad entre dias, es deeir, qué
tanta variacibén puede haber entre las observaciones obtenidar en
dfas diferentes, Aqui, simuitaneamtnte, evaluamos la variabili -
dad que introduce en el método la estabilidad de los aparatos u-
tilizedos. Eete pardmetro no es mas que la precisién en térainos
de reproducibilidad entre dfas, la cual se evalué mediante una
prueba de F cuyos resultados aparecen en la tabla XII, En esa ta
bla podemos apreeiar que la Fcal. es nenor que lg Fc, nor 1o cue
indica que no hay diferencies estadistica significative entre las
mestras y que por lo tanto, el nétodo muestra reproducibilidad
entre dfas con una varianza total de 3.39, una varianza entre
éias de 3.20 y une varianza dentro de un dfa de 5.51.

Ia especificidad no fue probeade. Ecto se debib e la imnosi-
bilidad de conseguir el metabolito nrineipal, la carbozitoliuin-
nida, wura, como estindar. 3in embargo existen datos en la lite-
ratura que que apoyan el suponer que cl método presentado agui
sea especifico. Como se indicd anteriormente, el pke de la tolbtu
tanide es de 5.35 y el de la carboxitolbutonmida es de 3.54, For
ofro lado, el pH medido en las mucsires de nlasme aciduledo con
fosfatos es de 4.5+/=0.1. A ese pd aprorimadamente el 90% de la

tolbutanida se encuenire en su forma no.ionizada, mientras cue
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aproximadamente el 90% del metabolito se encuentra en su forms
ionizeda, la cual no pesa a la fase orgdnica en un sistema de
solventes de extiraccibém. Aunando a lo anterior que la carboxitql
butamida, por ser més polar, en su forma no ionizada exhibe ma =
yor solubilidad en agua y menor solubilidad en los solventes or-
génicos y que .es eliminada del cuerpo 12 veces nds répido de lo
que e produce27, ce comprende por qué su interferencia podrfa
ser no pignificativa. Adn =28f, es recomendable determinar este
pardmetro si se tiene la posibilidad de hacerlo y se quiere hacer
uso de éate nétodos .

Ie especificidad no determinada hace que este método no sea
muy confiable en estudios de farmacocinética, ya que en ellos se
efectin el anflisis sobre la forme no transformada del f4rmaco y
la posibilidad que el metabolito interfiera no debe omitimme.
Aunque, segin le informacién de arribva, la probebilidad que in -
terfiera ¢l metabolito es baja; hosta no ser probade la especifi
cidad no se debe introducir este método en un estudio de estos,

Por otra parte, si el estudio no es muy fino o bien si ‘molo
se quiere establecer si 1los niveles del fdrmaco se encuentran
dentro de los niveles terapéuticos (mbnitoreo de pacientes), en-
tonces si se puede usar con confianza el método presentado. Asi-
nisno, en estudios de biodisponibilidad y/o de bioequivelencie,
en los que tomp mayor importancia la cantidad y le velocidad con
le que entra un fdrueco al organismo, y los niveles de férmaco y
netabolito pueden ser determinado aperte o en conjunto, este né-

todo puede ser usado con confianza,
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CONC LUSIONES.,

En este trabajo se presentd y validé un método para de termi
nar tolbutanida en plasma humano.

De acuerdo a los resultados obtenidos se encontrf que, en
el intervalo de concentraciones de 0 a 12 meg/ml, la tolbutamida
cumple con la Iey de Beer,

Ies pruebas estadfsticas efectuadas demuesiran que el méto-
do es exacto y vreciso en el intervalo de concentraciones de 112
8 37 mog/ule

As{ también se denmostrd que el método es reprodubibie. Te
demostracibn se efectud a dos niveles de concentracibén lo cual
otorga ma&or confiabilided al método en cuanto a reproducibili -
dad se refiere.

Bl lf{nite inferior de¢ deteccidén de éste método ez de 2,25
ncg/ml, el cual es bueno traténdose de una deterninacién eupec -
trofotométrica ultravioleta y extraccién con solventes,

Aungque no se demostrd experimentalmente que el método et es
pecifico, hay evidencias que la probabilidad que lo carboxitoltu
tanide interfiera es muy baja.

De acunerdo a las pruebaa estedfsticas utilizadas, se esta -
blecié que el método es reproducible entre dfas, lo cual da la
yentaJa de no tener que efectuar una curva estdndar de colilre -
cién cada dfa que se utilice el método.

Ies mucstras plasmdticas pueden cer almecenadas a 4°C dursan
te al menos 15 dfas, sin deterioro dc la tolbutamida.

Por les caracterfsticas que presente el método, es posible
utilizarlo con confianza en estudios de biodisponivilidad y/o
de Lioequivalencia, '
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Pera poder aplicar éste método en entudios farmecocinéticos
es necesario determinar su especificidad, vera tener mayor con -
fianza en los resultados que se obtengan.
Ias carscter{sticas que presenta el método se pueden resu-
oir como sigue:

- Es un método sencillo en cuanto a la técnica y el equipo
que se utilizan. ,

- Es répido relativamente ya oue se necesiten aprorximedamente
30 minutos parc anclizar une muestra, siendo de meyor utilided
cuando se analizan varias muestrac simulidneanente,

- BEs confiable, dadas las caracteristicas determinadas en la
validacibn: exacto, preciso (en términos de repeticidn y renrodu
cibilidad entre dfas y enire enalistas), lineal y con un limite
de deteccidn de 2.2% mcg/ml.

- Se ve afectado sumonente con ¢l cambio de solventes que se
eatén utilizando, por lo que se recoumiendn acopiar todo el sol -
vente que se vaya a utilizar en el eatudio y no utilizar alguno
cuya pureze sea desconocida. Otre coca que e puede hdcer, es
reajustar el nétodo, sobre todo los tiemnos de epitacidn, adeads
de preparar otra curve esténdar con los nuevo:s solventes,

- Es aplicable a estudios de bioequivalencia y/o de hiodimpoe

nibilided, pero no de farmacocinética.
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RESUMEN

El trabejo presentado consistié en el establecimiento y vali-
dacibn de un nétodo espectrofotonétrico ultravioleta pare deter—
minar tolbutamide en muestras de nlasma humano,

El método cstablecido se basa en le extraccién de tolbutamida
con une nezcla de alcohol isoamflico al 2% en hexeno, a nartir
de uns nuestra ploesdtica acidificade con una solucibn de fosfa-
“tos, secuida de una reextreccidén con hidrérzido de sodio 0.1 N v
leer al espectrofotémetro después de acidificar el extracto con
dcido clorhfdrico 2,0 M,

" Para deterainar la exactitud, precisién y linearidad del néto
do, se analizeron muestra8 con concentraciones de tolbutenida en
tre 37.5 y 112 mecg/ml, que corresponden o concentraciones porceﬁ
tueles del 50 al 150 por ciento de la concentracibn media tern -
péutica (75 meg/ml).

Te. gensibilidad fue establecida tras znalizar muestras plaﬂqé
ticas con concentraciones porcentuales del 1 al 25 nor ciento, ¥y
tantidén ce anelizaron muestras del 100 nere evaluar la estabili
dad de las muestres y la veriabilidad eatre dias.

Los resultados estadisticos mostreron que el método en cxacto,
preciso, renroducible entre dies, entre snalistas y entre concen
traciones, Ta sengibilidod demostrade es de 2.25 neg/nl. BEL méto
do puede ser utilizpdo en estudios de bioequivalenein, biodisno-
nibilidad y con ciertes resexvps cn estudios farmacocinéticor.

Tanbién puede ser utilizedo en el nmonitoreo elinico.

Ies coracterfsiicas resuaides del método son: sencillez, rapi

dez ¥ confiabilidad,
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APENDICE A.

TABIA A. Valores de absorbencia determinadas vara ceda concen
tracibén, para estoblecer las curvac de calibracibn.

Se hicieron tres replicaciones por concentracibn,

DIA 1. DIA 2.
C (mcg/al) ABSORBANCIA ADSORBANCIA
1.2 C.064 0,056 0,058 0,063 0,058 0.061
2.4 0,108 0,112 0,108 0,115 0,107 0,101
4.8 0,235 0,235 04236 04230 0,248 0.235
6.0 0,268 0,288 0.289 0.290 0,288 0,206
0.6 0.481 0,489 0.484 0,485 0,478 0,485
12,0 0,590 0,590 0,587 0,591 0,597 0,5€¢
DIA 3.

C (neg/ml) ABSORBANCIA
1,2 0.061 0,068 0,059
2.4 0,108 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 0,485
12,0 0.569 0,590 0,595
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TABLA B. Porcentajes de recuperaciébn y nicrogsranos determinados

para cada ml de plasma, y cada concentracién,

50%

n.d, PeTe
36.59  97.57
38,12 101.66
36.37 94.65
35.49 96.99
3725 99.33
3637 96499
27.03 98.74
37.47  99.91
37«47 99.92
37.25  99.33

90%

med, Pels
65453  97.09
65.10 96.44
68,50 101,63
6773 100.34
67.51 100,01
68,16 100,98
69426 102,61
66485 99,04
66485 99,04
66.85 99,04

60%

med, PeTs
43,61 96,90
43.39  96.42
46,02 102,26
45.80 101,77
44,92 99,83
43483 97.39
44,26 98,37
44,05 98,37
44,70 97,88
44,26 99,34

100%

m.d. DeTe
73487 98.49
74.09 98,78
74453 99,37
74496 99,95
T4.74 99,66
75.62 100.C3
72,99 97,32
75464 101,12
74,09 98,78
14,52 99,37

70%
mede Pl
51,50 98,10
51.94 98,93
51,72 98,51
52,16  99.35
51,72 98,51
51,286 97.68
50,84 96,84
52.£2 100,60
50,62 96,43
52,82 100,60
1107

med, Dl
81,54 98,8
81.10 9&.31
20,88 98,04
83473 101.49
81,76  99.10
80.66 99,78
81,76 99,10
83,29 100,96
82.20 99,63
21,76  99.10

8ogl

fede PeT,
58,96 96426
5589 93.15
58,08 96,80
59,61 99436
58,96 98426
60,27 100,45
59,61 99,136
£9,18 90,63
59,18 98,63
58,52 97.53

1207

med, NeTW
88,56 90,40
90,97 101,08
90,53 100.59
88,78 98.64
89,00 98.%9
89.43  99.37
88.56 9f.40
89.43 99.37
89.22 99.13
87.46 97.L0
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130% 14055 1507
med. PeT. m.d. Dels n.d. p.T.
Q6,67 98493 107.19 102.09 112.02 99.57
96446 102.30 106453 101.46 114.21 101.52
99,74 101,40 101.71 96.87 115.75 102.89
98.67 98,70 103.73:  98.75 111.14 98.79
96423 99.15 104.78 99.79 108.96 96,85
96467  99.60 102,38 97.50 111.58 99,18 |
97.11 97.60 104.76 99.79 112.24 99.77
95.36 99.15 104.13 99.17 111.80 99.38
96,67 9937 105.44  100.42 113.12 100,55
96.89 99,15 105,00 100.00 114.44 101.72
TABLA B. Continuecién.
TABIA C. Absorbancias de las nuestras e las concentraciones por
centuales del 1 al 25 por ciento de la concentracifn me
dia terapéutica,

1% 2% 4% 65t 8% 10% 127%

0,000 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 0,000 0.004 0,019 0,024 0,031 0.042
0,001 0.003 0.006 0,014 0,026 0,024 . 0.040
0,000 0.,002 0,006 0,017 0,026 0,029 90.046
0,002 0.003 0,007 0.020 0,024 0,027 0,047
0,001 0,002 0,008 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 0,007 0,006 0,025 0,028 0,046
0,001 0,004 0.007 0,017 0,023 0,028 0.046
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TABIA C. Continuacién,

15¢ 207 25¢)
0,052 0.068 0,090
0,056 0.069 0,086
0.056 04064 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 0,085

TABLA D. Porcentajes de recuperacién a los 1, 2,3, 4,5, 8 ¥
15 dfas de una muestra de nlasna, Conc., 75 meg/ml,

pIAl DIA2. DIA3 DIA4 DIAS DIAS  DIA 15
98,53 102,09 98.79  85.04 96,11  97.21 96,11
98,42 101,46 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 96,75 103,71 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  96.11 94,16 06,13
101.03 98,63 90,53  97.50  87.81 97,18 91,17
'97¢28 96,80  98.75  99.17  95.96 98,13 95,14
99.97  99.13 99.30 96,98 95,96  99.38 95,96
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ADREVIATURAT USADAS.

Absorbancia.
Ho significativo,
Significativo.
Sensitividad,
Exror experimental.
Vator critico de * en el ANADEVA.
Grados de liberted
Microzremos determinedos nor mililitro.
Porcentaje de recuperacién.
lNedia aritnética del conjunto de valores,
Intervalo de confianza.
M crogramos afigdidon por mililitro de rmestre,.
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MPENDICE B.
PORMUIARIO. n
Medidas deacriptivas, -
, - -
1, Media mueatral ( x ) X = —L_n
dondg n : tampfio de muestra
i§1x1 s sumatoria de todos los valores de las observacio
nes "x"s,
2¢ Deaviacibn estdndar muestral ( 5 ). S = —r-lﬁf—-i
donde SSX 3 suma de los cuadrados de las deaviaciones.
ssx = = ( xi-;)
n - 1: grados de libertod.
3. Brror estdndar de las medias muestrales ( S5x ).
S; = §
Ja
4. Intervalo de confianza de la media al 954 de probabilidad.
( I.C. )o ' - - -
95% TeCogee = % = 5% T4 05; 6.1, )
5. Coeficiente de variacién ( C.V. ) 8 desvincibén estdndar re-
lativa (DER).
CeVe = '_E" ( 100 )
x
Correlacifn lineal.
6. Dcuacifn de la recta de rezresién y/x .

Y=mRo+y, Yo ! intercepto cn el eje de las abeisas,
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9.

10.

11.

12.
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Pendiente de la recta de regresién ( m ).
-y X x
S5x

donde S$5x estd definida en 3 y

n=

2 xy : suma de los productos de los elementos de los
pares ordenados.
Coeficiente de correlacién ( r ).

Sx
e Sy ( m ) |
Sensitividad ( G ). ¢ = 'S_%x—

Error estédndar de regresifn ( S y/x )

Z(y-ar)2

n-2

Sy/x=

donde y es el velor estimado, y es el valor experimental y
n es el mimero de pare jas ordenadas,

Intervalo de confianza de la recta de regresién.

yay 1,06 Sy/x
Se trazan lineas paralelas a la recta de regresidn a una dig
tancie vertical de +/- 1.96 S y/x j)artiendo del valor de y.
Prueba de t-Student,

ﬂ08;=I % =;-.
He 1 X = M exp = %

donde Sx estd definido en 3 y M es la media poblacio-
nal. Ia prueba establece que si texp tc & una nroba=-
bilidad determinada, la nuestra difiere significativa
mente de la media poblacional.
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13, Tabla de ANADEVA . Un criterio de clasificacién.

Fuente de Suma de Varianzas
variacifn G.L. Cuadrados (Cuadrado medio)
INTERKUESTRAL (e) K-1 Soe S5Se / K-1
INTRAMUESTRAL (d) (R-1)K 55d ssd / (R-1)K
TOTAL KR-1 Sst Sst / KR-1
donde 2 2 .
58t = x° - T (x)°/RK
554 =

SSa + SSb + SSc + evet oSk

SSe = 55t - 854
K

R : nimero de replicaciones para cada muestra.

nimero de muestres.

ssa. ....SSk : sumgs d¢ las desviaciones al cuadrado, de les
mestras a, b, ...,k

w, p S50 /K-1 Ho : SSe = §5d

cal =
. 588 /(R-DK ., 590 = S50

5L B, PFy_, con (K-1/KB-K) grados de liberted, las rues-

tras dificren significativamente.
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