UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

"DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO
PARA LA CUANTIFICACION DE ISONIAZIDA EN ORINA
POR UN METODO ESPECTROFOTOMETRICO™

TESIS CON
FALLA L CRICEN

T E S i S

QUE PARA  OBIENER EL TITULO DE
QuimMico FARMACEUTICO BIOCLOGO
P R E § E N T A N

MARTIN AGUILAR VELAZQUEZ
VELIA TORRES ARCE

DIRECTORES DE TESIS: BEATRIZ RAMIREZ MORA
JOSE ANTONIO GARDUNO ROSAS

CUAUTITLAN I1ZCALLI, EDO. DE MEXICO 1892



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTUS  «vaueensecosansonass
Lista de f10Uras ..c.cvvacvacns N
Lista de tablas .......e
Lista oe apendices
t. INTRODUCCION ... cecsanena
2. GENERALIDADES DE ISDNIAZIDR'

2.1, Higstoria v sintes1s ....

2.2. Nombre v farmula ..

2-3
3-95
2.4. Tratamiento de corta duracisn Oe ;4 tuberculosis .. 5-7
3. GENERALIDADES DEL PROCESO0 DE EXTRACC1oN FPARA FARMACOS

EN FLUIDOS BIDLOGICOS seceverovrrtne,psro®casancsacsneee G-9

2¢8. Proo1edad?s ..cccevsasesangers .---...---;..

-Matodos escectrofotometricos embl®agos @N 1a cuantificacion

O 1SONIAZIOA  ccnceesecccnnntsest®ao,,v%sa,unsascncse F=10
4, IMPORTANCIA DE METODOS ANALITICOS EN gSTUDIDS

DE FARMACOCINETICA .co.casnceesvssn,, or voc,nmveasesaas 11-12
5. GENERAL IDADES DE VALIDACION ...:e..,.s%%c.,0rsennvaa. 13-14
&. FUNDAMENTACION DEL TEMA Y PLANTEAMIENTO DEL, PROBLEMA . 15-16
7. OBJETIVOS .uiecrcecvncnarvonss vasme 17
3. PARTE EXPERIMENTAL

evens 19
sema 19
cvan 19
secens 20

Bll.o. Etaoa de desarrollio -.eecsesca oo

B.1.1. Factores cgue influven en el metagdo
B.1.2. Efecto del oH ....s=csnss000. _ sron

8.1.3. Efecto del volumen de] agente :omolagante
8.1.4. Etecto del tipo de solvent@ Sohre la gxtraccadn . 20
B8.1.5. Efecto de la oroparcisn de SOlyent®s gn la mezcla de
extracci4n de 1SoN1azZ1da -e., s rii semneosonana 21
8.1.6. Determinaci¢n de 150n1a21da &n orifa  ...oiene.. 21
B8.1.7. Ensavo oreliminar del metodo mpods flcado Dara la
cuantificaci4n de tsoniazida gn orina srtanecnan 22
8.2.0. Etapa de validacidn (DrotoColg g8 validgacion) .. 23

B8.2.1. Parametros estadisticos de Va)iddcian ..seeesa. 24-25



10,
11,
12,

RESULTADGS eeennernoconncoass . 26-45
DISCUSION . ) W a6~a8
CONCLUS IONES Ve A9
BIBLIOGRAFIA ........

“ . 57-60




LISTA DE FIGURAS

Curva de calibracion de 1sonitazica en agua.
Influencia del oH scbre la constante oe
1son1azida en el sistema clarotormo/agua.
Intluencia de! opH scbre la constante de

1somiazida en el sistema diclorometanasaqua.

reparto

reparto

de

de

Influencia del % de la mezcla alcohol 1i1saamilico-~¢ter

etllico sobre el X d# recuceracisn da 1sSoniaz:ida.

influencia del oH sobre ia constante de

isoniazida en el sistema isoamf{lico-dter (B5:15)

Determinacidn de tsopnilazida en orina.
Curva de calibracion de 1soniazida en Qrina.

reparto
{viv).

de

Curva de la cantidad recuperada en funcisn de la adicionada.



1.
2.
3.
4.

P

10.
11.
12.
13.
14.
1S5,

LISTA DE TABLAS

Datos de la curva de calibracisan de 180Ni1azZida en agua.
Datos de la constante de reparto tcloroformo/acua) Vs pH.
Datos de la constante de reparto (diclorometano/acua) Vs pH.
Datos del % de isoniazida recuoerada Vs el 4 de la mezcla
alcohol i1scamilico-eter etilico (v/v).

Datos de la 1nfluencia del oM sobre la constante de repsarto
de isoniazida en el sistema iscamilico-eter (B85:15) / agua.
Datos de la curva de calibracicen de i1soniarida en ariba.
Efecto del volumen del agente comolelante.

Efecto del tipo de solvente sobre la extraccisn de
isoniazida.
Ensavo oreliminar del métodeo modificapo.

Linealidad del sistema.

Linealidad del metoda.

Exactitud ¥y precisidn.

Feproducibilidad.

Limite de cuantificag:ién,

Esaecificidad.



LISTA DE APENDICES

Sintesis de acetilisoniazida v espectros de absorcidn al
infrarrojo de 130nlazida v acetilisonliazida.

Metodo de orodromos.

Formulas estadisticas para la evaluacisdn de los oparametros

de validacion.



1. INTRODUCCION

El siguiente trabajo forma parte de un provecto muy amplio. Su
objetivo genaral es establecer las bases de la terapia
antituberculosa, que permitan optimizar el régimen de
dosificacidn de corta duracicen usado actualmente en el pais.

Debido a que existen escasos métodos citados en la bibliogratia
para cuantificar isoniazida, surge la necesidad de contar con
orocedimientos de analisis aque sean de utilidad para
cuantificarla en susatras biolcgicas. En la wmavoria de los
egtudios farmacocinéticos se determina la concentracion de
farmaco an sanare, sin embargo es deseable contar con métodos
cara cuantificaria en otros fluidos bilologicos como orina y
saliva que puesden ocbtenerse ficilmente y no provocan stress en
el vaciente.

En -l pressnts trabajo e utilize wna tecnica
gspectrotfotonstrica debido a aue el etpectrofotémaetro forsa
parte del aquipo bisice de laboratorios de salud publica, asi
como de escuelas de gnsefianza sucariaor.

La primera fase necesaria en ésta investigacicn fué desarrollar
y validar un método analitico sencillc y de bajo costo gque
parmita cLuntHi:nr isoniarida sn orina. contribuysndo de asta
manera a alcanzar =l cbietivo del proy®cto.

Las etapas previas importantes a la validacién que se
desarrollaron fugron: la etapa de disefio que consisti¢ en 1la
revisién bibliografica. con la finalidad de conaocer las
oropisdades fisicas, qQuimicas, sstabilidad & interaccionas del
analito, asi como referencias para la cuantificacidén por el
matodo analitico adecuado y la etapa de desarrollo en donde se
toméd como referencia la adaptacion oparcial de un méetodo
analitico.



2.~ GENERALIDADES DE ISONIAZIDA

2.1. Historia y sintesis.

La sintesis de isoniazida fue reportada en 1921 opor HMever v
Mally (3); pero fué haata 1945, que Chorine anunci¢ que la
nicotinamida posela una accion tubarculostatica (4).

El material basico para su sintesis fus @l ecter metilico del
Acido isonicotinico, v =1 primer internediario fue 1la
isonicotinilbidrazida (isoniazidal) (4).

La actividad antituberculosa de la isscniazida fue descubierta
simul taneamente en norte América v Alemania, en 1952 (Chorine v
Huan; Domagk}), de manera casual, ya qua fue ensayado por
tratarse de un paso interaedio en la osbtencidn de la ticacetona
(5).

La isoniazida fumw introducida ®n ] mercado en 1952, como el
medicamento mas activo en la auimiotarapta de la tuberculosis
(4, &6).

Su sintesis se basa @n wl calentamtento del scido iwonicotinico
O su 4ater etilico con hidrazina anhidra. E1 acido nicotinice
ouede sintetizarse con diversos orocesos oxidatives comenzando -
con 4-metil-piridina (7).

2.2. Nombre y férmula.

Su nombre gendrico es: isoniazida (INH). isonicotilhidrazida,

hidrazina del acido isonicotinico (HAIN) ,

isonicotinilhifrazina, tubazida, nidrazada (8, ?, 10, 1i).

Nambre gquimico: 4-piridin hidrazina del acido carboxilico.
Piridin 4-carboxi1l hidrazina.

Piridin-hidrazina del acido carboxilico.

Formula condensada: CdiaNs0 P.M. = 13X7.14 a/mol



farmula desarrolladas N
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2.3. Proniedades. ONHNy

Descripcidn: Cristales incoloros o blancos, o polvo cristalino
blanco inodoro que se altera lentamente por exposiciean al  ajire
o la luri sus soluciones son practicamente neutras al tornasols
tunde entre 170-174 °C (7. 10.. 15).
Solubilidad en solventes (7, 9, 10J:

Solvente Solub1ilidad

Agua (25 °C) 14 9/100 ml.

Agua (40 °C) 26 /100 ml.

Etanol (25 °0) 2 o/100 ml.

Etanol (hirviendo) 10 /100 ml.
Cloroformo 0.1 a71vo ml

Etar etilico Muv ligeramente soluble.
Benceno Insoluble.

El pH de una solucion (1 en 10) 1 es de 6 a 7.5

Constantes de disociacidn: pKa 1.8, 3.5. 10.8 (20 “0»,
Potenciales de oxidacion:

tos siguientes potenciales dae oxidacion para isoniazida en
diferentes soluciones fueron determinados por Vulterrin (11},
Solucien Ef

HC1 1 N ©,78
NazB«O» 0.025 M 0.25
NaDH 3 N -0, 22

Compleios con metales: ,

La isoniazida forma complejos con muchos iones divalentes.
Estos compuestos pueden ser usadeos en la determinacidn de
isoniazida: CJ(II). Cucll), Co(Il) v MnNn{(1I) (11).

Esoectro al ultravioleta: Soluciones acuosas acidas v alcalinas
de isoniazida. oresentan maximos de absorcidn a 266 y 298 am

respectivamente.



Espactro de infrarrojot Los principales picos wson a las
longitudes de onda de 1633, 1341, 1421, 992, 843, 676 cm ' tan
KBry (310).

Espectro de fluorescenciar La i1smoniazida muestra una intensa
fluorescencia cuando es oOxidada con perdkido o después de
romper ®]1 anillio de piridina con bromociandpeno. Una solucién
tratada con peroxido diluido a pH de 6.5 a 7.5 (a 100 °C)
durante 30 minutos establece un miximo de exitacidn a 333 nm y
un pico emitido 'a 415 na (11).

La estabilidad de 1soniazida ha sido estudiada extensamente en
solucidn v en varias preaparacionss farmaceuticas. De particular
interss en la reacci1on de su arupo hidrazino con aldehidos vy
cetonas tales como azucares y cetoicidos v la camplejacidn de
isoniazida con i10nes metalicos.

Leriin v Hirsch menciocnan Que el -Cu(ll) v Ma(lI) aceleran la
dearadacién de i1soniazaida en la presencia de verdzido de
midrageno (11).

La isoniazida es estable por varias somanas en sglucién
amortiguadora de oH = 8 (12).

Hald entablece que la isoniazida se pierde lantamente con la
oxidacisn en soluciocnes acuocsas. pera en presencia de sacarasa
la isoniazida reacciona con la aldohexosa farmada par
inversian. La reaccién con sacarosa cuede ser inhibida por la
adiciéen de citrato de sodio al 0.3 % (11).

Pawelczvk establece que en condiciones anaaraobtas largas. la
descomposicidn de isoniazida en valores de pH de 3 a 7 sigue
una cinetica de orimer orden. El menciona que una solucidn al
1.0 % del farmaco es 37 veces mis estable a oH = & gue a pH = 3
(11,

Poole v Mever , mencignan que la isoniazida es inestable en
plasma. Pero dicha inestabtlidad puede ser raetardada
conservando las muestras a S5 C (12).

La degradacien de isoniazida en suero a partir de una
concentracisn de 10 mca/ml aue se almacen? durante & meses A
-20 °C fue de 4.0 % al mes (13},
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En cuanto a la estabilidad de la 1sontazida en suerc Yy orinag
una concentracidn de 10 mcg/ml a 23 °c, we degradd casi tres
cuartas partes después de unas semanas de almacenamiento.
Alrededor de un 10.0 % de isonjazida =se transfarmd en acido
isonicotinico. La estabilidad Tue considerablemente
incromentada por medio de una extraccidn con  l-butanal v
despué¢s de una semana fue de 63.0 v B2.0 % de la cantidad
inicial para suero y orina respectivemente (13).

Se demostrs aque sn la inegtabilidad de la isonjazida an orina
puede contribuir la contaminacicen bacteriana, la cual puede ser
eliminada por la adicidn de timol como conservador (13).

Peters concluye que la isoniazida es estable en suero vy ean
orina por un oericdo de 356 dias., cuando wme almacena en
congelacien a —-18 °c (13),

2.4. Tratamiento de corta duracion de la Tubarculosis.

La tuberculosis @s una infeccidn cronica de origen bacterianoc y
da distribucidn mundial, que puede adoptar tres formas; 1
1nfeccidn orimaria, 2) tuberculosis pulmonar y 3} tubarculosis
extraoulmonar.

Generalmente la orimoinfeccidn tuberculosa (a veces llamada
tuberculosis de tipo infantil} opasa inadvertida, aungue ean
ocasiones puede haber fiebre, sintomas constitucionales vagos o
comprobacien (mediante examen de ravos X) de un filtrado en los
oulmones y de crecimignto de los ganglios linfAticos
traqueobronouiales. For leo aeneral las lasiones curan
erxpont sneamente. dejanda sensibilidad a la tuberculina. En  los
adul tos jovenes semeja o puede dar lugar a tubarculosis
pulmonar. A menudo la tuberculos:is aulmonar tiene una evalucidn
créenica v variable, pero es canir de recurrir en cualguier
estadio. Los sintomas son: tos. fatipa. fiebre, pérdida de
pesa, irritacidn de 1la garganta v dalor toranico. La
tuberculosis extrapulmonar, es rara., v en easta el bacilo

tuberculosa invade otros &roanas. en vez de los oulmones.



—Agente infecciowmor El bacilo de la tuberculosis es o)
Mycobacterium tuberculosis v #& ha comprobado gue el tipo
humano s ol que causa casi todos losm casos de tuberculos:is
pulmonar; el tipo bovino causa una gran parte de las casos de
tuberculosis extrapulmonar, variando las proporciones segun la
oportunidad de 1nfeccidn con uno u otro tipo.

~Regsarvaria y fuente de infeccidng El resarvorio es
orincicalments @l hombre y, en algunas zonas también ®l ganado
vacuno enfermo. La fusnte de infeccicon son las secrecionas del
aparato respiratorio de tas personas con tuberculosis pulmonar
+abierta: ( con baciloscopia positiva) v lacha ds vacas
tuberculosas. Los enfermas de tuberculosis extrapulmonar no

nueden ser los causantes de la infeccidén en otras personas.

-Mado de trasmisidn: La tos o el -lturnuan de enfermos con
tuberculosis pulmonar ~abierta- forma un aeroscl de materia
infecciosa: las dimsinutas oparticulas pusden sar inhaladas
directamente o despues de asentadas y resuspendidas Jjunto con
#l oolvo. El contacto directo o indirecto son msodos importantes
de trasmisidn, vor otra lado la infeccion causada por las
alimentos debido a 1la contaminacion de los cubiertos y

vajillas, es menos importanta.

Las tratamientos antituberculosas en México, recomsndados per

1a Secretaria de Saluo (17, 13 sonr
1) Tratamiento primario autoadminigstrado (12 meses).

~-Fase intensivas &0 dosis (2 meses) isoniazida 300 ma,
@tambutol 1200 mg v estreptomicina 1 9 (dosis diaria).
-Fase de sostént 300 dosis (10 meses) de isoniazida 300 mg vy
etanbutal 1200 mg {dosis diarial).
2) Tratamiento orimario de corta duracidn, supervisado (hasta 7
meses de duracién).



~Fase intensivar 40 dosis , diario de lunes a sibado hasta 3
"RSes.
’ Isonjazida 300 ma, rrfampicina &00 ma.
estreptomicina 1 g v pDirazinamida 2 g azinamida
2 g.
—-Fase de sosten: 30 dosis intermitentes. 2 veces por semaha,
hasta 4 meses.
Isoniazida BOO ma v refampicina &U0 mQ.
Un problema que Se bresenta durante el tratamiento es gue ouede
surgir resistencia rspidamente v es funcion de la mapnitud de
la coblacion bacteriana presente en ta lesion. La importancia
clinica de la resistencia a la isoniazida decende del tipo de
enfersadad tuberculosa. Es significativa tal resistencia si hay
un foco de infeccidn persistente. pero no lo es tanto =i la
enfermedad €8 minima. La adicidn de un segundo o tercer
antituberculoso retarda el conienzo de la resisitencia. En
raras ocasionas s& observa resistencia cruzada con otros
antituberculosos.



3.- GENERALIDADES DEL PROCESO DE EXTRACCION
PARA FARMACOS €N  FLUIDOS BIOLOGICOS.

Existen diversos métodos analiticos utilizados Dara la
cuantificacion de 130niazida v sus metabolitos en suero, sangre
Vv arina: sin embaroo la extraccion eg requertda Gricamente para
los ensayos de tino cromatagrifico v algunos
sspectrofotometricos. La técnica de extraccidan mas conunmaente
usada es la liguido-liguido v usualmente ¢sta nNo e requiere
para méatodos 1Nnmunoléailcos 0 enzimaticos.

La extraccisn de firmacos de sanore. plasma vy orina {fase
acuosal. i1nvolucra la 1nteraccisn de e4tos con un solvante
orgdnico inmiscible can agua. Durante la sxtraccidn &1 tarmaco
2e distribuve entre las fases organica v acuasas cuando las
prooiedades de solubilidad del farmaco son favorables, mavor
cantidad de firmaco es eaxtraida de la fase acuosa en al
4olvente de extraccidn, Con frecuencia a1 extracto es
concentrado por evaporacion a seauwdad. y el residuo as
reconstituido con un pecuefio volumen del sclvente. Esta es la
llamada extraccidn darecta v sust ventajas son velocidad y alta
aeficiencia (recobro), pero una de sus principales desventajas
es la falta de especificidad debido a aue una multitud de otros
materiales %on co-extraidos ¢on el tarsact) de interes, por lo
cual se necesita una alta especificidad en 1a subsecuente
cuantificacion. La extraccidn selectiva puede ser lograda por
una seleccian adecuada del solvente v ajuste apropiado del oH
de extraccisn para la esoecie, Cuando el nH de la orina ha sido
cotimizado para la extraccisn del f2armaco. otras substancias de
diferentes prooiedades acido-base aguedan e&n la f{ase acuosa.
Esta selectividad permite una especificidad en la medicidn
menos rigurosa. con una menor orobabilidad de interferencia oor
otros fArmacos o constituventes del fluido biolsaico.Los
cambios de solventes se basan en el conocimiento de sus
oolaridades v pueden incrementar 1a selectividad de la

extraccivn de un farmaco. La mavoria de coopuestos no polares



®an mids solubles en solventes de basa polaridad v entre mavor
oolaridad tenga el comouesto. mis soluble es an los  solventes
oolares. La mavoria de los firmacos de interes dentro de 1los
efitavos de laboratoric son de polaridad intermedia, v ouaden
cser disueltos en una extensa cantidad de solventas. Los
solventes de baja polaridad oueden wser utilizados en la
extraccidn de componentes que interfiersn en la cuantificacien
da la sustancia de interec.

Frecuentemente las sustancias dal fluido bioldgico que
interfieren en la cuantificacidn del tarmaco pueden ser
ramovidas por cambios en las propiedades del solvente; tal eas
@l caso de las sustancias no polares pressntes en la orina que
pueden ser removidas con solventes de baia polaridad como
nexano v diclaorometanao, para oue asl la muestra pueda s&r
subsecuentemente extraida con un. solvente mas polar cbteniendo
el extracto del farmaco libre de la mavor cantidad de impurezas
[§1:19

Hetodos espectrofotomeétricos emoleados sn la cuantificacidn de
isoniazida.

Algunos de los matodos espectrofotomeéetricos empleados para 13
cuantificacidn de isonlazida en formas farmacéuticas, sugieren
por estudios oreliminares aque adaptando ante tipo de
praocedimientos pueden ser utilizados para la determinacidn de
isoniazida libre en smuestras de orina v suero: tal es el caso
dal meéetodo dascrito oor James T. {19) que ge basa en la
interaccion entre isoniazida y la 9-~cloroacridina para formar
un comolejo de tipo colorido. cero tiene el inconveniente de
qQue su mecanisme ho e3tA comoletamente establecido: lo mismo
. sucede con el método descrito por Michas! E. (20) que @ basa
en la reaccién de un oroducto de condensaci<on oroducida oar la
reaccion entre isoniazida v 4,7-dicloroauinolina-5.8-diona en
una solucisn acuosa etandlica en medio alcalino v cuva

absorcion mixima es a una lonoitud de onda de 645 nm.
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Otros metodos como =l descrito por Russell D.W. (21} que de un
matodo especifico para la determinacisan de jsoniazida en sangre
utilizanda acido 2,4.6-trinitrobencensul fénico. ha sido
modi ficado para la determinacian de i1soniazida en orina; sin
embargo ihvolucra un opreocedimiento demasiado comolicado v
extensn. Este metodo modificado determina unicamente en forma
semicusntitativa a la isoniazida. v se basa en la oxidacien
esbecifica de isoniazida por medio de la 9-cliorpaceridina.

Un meétodo colorimetrico para la determinacion de isoniazida en
soluciones acuosas se€ encuentra descrito cor Prodromos B, (22)
v presenta un alto grado de sensibilidad en comparacién con los
descritos a ia fechat dicho metodo ouede ser comparable en
sensibilidad al descrito en la USP XVII! el cual &s 1adométrico
(23). v ademas tiene un procedimiento sencillo oue se basa en
la reduccidn . bajo condiciones cotimas de Fe(lil) hasta Fe(IlI)
por isoniazida, v el Fe(ll) resultante se hace reaccionar con
ortp—-fenantrolina (o-Phen) hasta farmar el comple jo
rojio-naranja [Fe(II)—(n—Phln)- ]g cuva absorcidn maxima es a
una longitud de onda de 310 nm.
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4. - IMPORTANCIA DE LDS METODOS ANALITICOS
EN ESTUDIOS DE FARMACOCINETICA.

Por lo general el estudio del destino de los farmacos en
arganismos vivos es primoro un oroblema de analisis qulmico que
abarca su separacidn, identificacion y ensayo cuantitativo.
Cuandoc una opeguefa cantidad de farmaco as introducida al
organismo, es transportado por el simtema circulatorio, diluido
en varigs fluldos b:olegicon, anlazado revarsible [}
irrevorsiblemente a varios teijidos, transformado y excratado.
La transformacion puede ser sutil. principalmente dando lugar a
derivadas stntlari: al tarmace administrado, o puede sar
extensa resultando en una completa degradacisn de la molécula.
La pequefia cantidad de compuestos relacionados sstructuralmente
deben de ser recobradas de los tejidos v <rganos, separados de
los componentes bioldgicos normales, y liberados de astructuras
que los absorben O ios complejan. Por ello se hace npecesario
que dichas estructuras wean dofinidas. = idear métodos
cuantitativos hasta elucidar la estequiometria y secuencia do
la farmacocinetica v procesos metabslicos (24). similares al
farmaco administrado. o puede sar extensa resultando en una
completa degradacisn de la moléecula.

La individualizacion de los reglmenes de dosificacién, uno de
los obietivos oOrincipales de la monotorizacion de niveles
séricos de firmacos. :onsigﬁe mejorar gignificativamente la
eficacia v seguridad de muchos tratamientos farmacalogicos.

El error analitico cuando la monitaorizacion trata de establecer
el comportamiento cinético del firmaco en &l vaciente va ha dar
tugar a la estimacion errsnaea de los parametros
farmacocineticos basicos v en conscecuencia a la grogramacion de
pautas posoldoicas orobablemente incorrectas. Asl mismo cuando
se utilizan datos poblacionales. se deber: considerar no solo
los factores que operturban la orediccisn correcta de la dosis
en ] estado de eguilibrio. sino  ademis el error analitico

miximo Dermitido a la tecnica. Es avidente pues gque la
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fiabilidad de los datos analiticos en la monitorizacien tiene
gran ismportancia, va gue su ausencia llegarla a comorometer la
eticacia clinica de un tratamiento. EI control de calidad de
monitorizacian cumele su cometido final cuando asegura la
fiabilidad de la :nformacion que otrece al paciente. Esta
tnformacian na solo 1incluve los resultados analiticos del
laboratorio,. ®ino tambien datos tundamentales para
interoretarlos correctasente: marpanes teraoeuticos, posologla
recomendada., orecaucionem. Una de los principales aspectos de
un nrograma de control de calidad es el establecimiento e
informacion de Jos limites de exactitud vy precision de las
deterainaciones analiticas realizadas (25}).



5.- GENERALIDADES DE VALIDACION

Hoy en dta uno de los crincicoales obietivos de la industeria
farmacdutica, alimenticta y gquimica, es asegurar un adecuado
control da la calidad tanto da la materia orima, producto en
Procesn. como del producto terminado. EB por asto que la
validacidn retrospectiva vy prospectiva ha tomado gran
importancia en astas Areas.

La etapa de validacidn comorende una saris de pruebhag
sistematicas por las cuales queda establecido de mansra clara v
objetiva, que el matodo de estudio reune los requigitos para
las aplicaciones analiticas deseadas. De tal manera que el
oroceso de validacion de un método en particular esta basado en
Principlos cientificos adecuados v ha sido optimizado para
proodsitos de medicién.

Se ha mencionada oaue el meéetodo analitico es una de las
principales fuentes de varilabilidad gque no ha permitido poner
&#n claro la utilidad del monitoreo de firmacos an muchos Casos.
En la actualidad se ha progresado mucho en d¢eta 4irea al
introducir tonceéptos tan imoortantes coeo la validacién-, con
2]l cual la informacien empieza a unifarmizarss psrmitiendo asi
la comparacion de datos en experimentacicn clinica. Sin embargo
antes de entrar en detalles sobre la importancia de un método
analitico, @l cual es uno de ]los principale=z objetivos, es de
sumo interes conocer las implicaciones de la validacidn ya que
cuando un término se ocone de moda. 3¢ llega a emplear camo  una
simple herramienta tin considerar la comoleiidad de tal metodo
v su verdadera aportacijion.

Para empezar existen muchas definiciones del termino -validar:,
si se considera como base el proceso de madici®n. La validacidn
puede tener dos acepciones temporales. una ~la determinacién
del grado de validez de un proceso de medida- lo que significa
una actividad a posteriori del oroteso de medicidn; la otra
~hacer vilido: en el sentido de obtener el resultado desgado.

indica que se tiene a opriori metas sobre criterios de
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evaluacian v que es necesario desarrollar las actividades
pertinentes durante el oroceso de medicidn para alcanzarlas.

El desarrollo de un oroceso de medida puede imnlicar tres
etapas: obtener una respuesta. mejorarla v entenderlay para lo
cual es necesaric identiticar las factores mas importantes de
la variabilidad y manejar un nivel de tolerancia en ellos,
basaindoce en la precisicn v exactitud reocuerida del método.

La primera etana ®n el desarrclloc de métodcs analiticos es
entablecer gue se desea medir v como se desea hacerlo. Entonces
tomando como base la bibliogratiase hace una investigacidn con
criterio oguimico, eliciendo dentro de los metodos disponibles o
decidiendo si se reauiere de otro nuevo. s1 #sta es la eleccien
se procede a desarrgllar el metodo basico,. inicialmente de
manera rudimentaria., con 1o cual posiblemente sea necesario
perfeccionar aloguna etapa para m2aorar la repetibilidad v
probar la toleranc:a, en este momento puede desarrollarse un
estandar de referencia, %1 no existe. hasta entonces se esta en
posicidén de escribir el procedimiento. una vez que este esta
definido, s deben realizar una serie de experimentos oara
validarlo. incluyendo factores tales como la exactitud en
terminos de selectividad. especificidad, orecisidn,
recuperacidén, linealidad v alpgunos otros aspectos oracticos
coemo rapidez, costo. tolerancia. estabilidad, etc.
Desafortunadamente, no hay un acuerdo completo entre los
autores sobre el sionificado v definiciones de estos teérminos,
atn en el mismo laboratorio los analistas difieren en como

expresar las caracteristicas que debe cumolir el método (26).



6.= FUNDAMENTACION DEL TEMA Y
PLANTEAMIENTD DEL PROBLEMA

Anteriormente en Mexico., algunos fabricantes de medicamentos
analizaban sus productos con metodos poco confiables, ya que no
habia autoridad que legislara al respectoy en la actualidad
oxisten instituciones que obligan a los fabricantes a utilizar
métodos farmacooédicos o 91 me wutilizan metodom analiticos
alternativos s¢ deben presentar estudicos gque garanticen la
confiabilidad de ellos, lo gque se conoce como estudios de
validacidn.

Validacidn v validar se ha convertido hoy en una exprasidn
comim en nuestro lencuaje téecnico, bues validar gignifica -dar
fuerza o firmera a una cosa~. La validacidn consiste en reunir
un conjunto de datos suficientes gQue permitan asegurar con uda
contianza raronable que &)1 oroceso o maetodo estudiado realiza v
realizara aquello que tiene tomo fin o aquello para lo que esta
dastinado por medio de una evidencia documentada y comorobar
con esto que e] oroceso sg desarrollara tal como se ha previsto
(27, 28).

Alounos de las diferentes m2todos citados para cuantificar
tsoniazida en formas farmacéuticas v a&n fluidos bioldégices son
caleorimétricas (19, 22. 29): espectrofotometrices (20, 2@, 30,
31, 32, 33t fluoromeétricos (34. 131 por  cromatografia de
llguidos de alta resolucien (35. 3&, 37, 38} v por
cromatooraf.a de gases (39, 40. 41. 42, 43).

Aun cuando existen varios metodos esoectrofotométricos citados
para la cuantificacidn de isoniazida an fluldas biolégicos: en
la actualidad carecemos de informactn raferida a metados
anallticos especificos para la cuantificacion de 1sonhiazida en
orina. Es por ello que surpge la necesidad de imolementar un
meétodo espectrafotomaeterrco sencillo. sensible v de preferencia
de bajo costo, que sea lo suficientemente confiable para
emolearlo con fines teraoeuticos v aue sea factible de realizar

en los laboratorios con reatti1veos v €gquino de uso comun.
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parte del equipo
por lo cual el
desarrollar v

A la actualidad el espectrofotsonetro farma
fundamental de la mavoria de los laboratorios,

orenosl to primardial de este provecto fue la de
validar un metodo analitico confiable v de bajo costo aue
oarmitiera cuantificar isoniazida en orina de una manera rapida

v sencilla.
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7.- OBIETIVOS

.Lesarrcllar un método esnectrofotometrico oue permita el

analisis cuantitativo de isoniazida en muestras urinarias,

«Prtermipar la influencia aue tienen factores coma pH, volumen
de agente complejante., efecto del tico de solvente en la
extraccidn v proporcidn de una mazcla de solventes de
extraccien en la cuantificacion de i1goniazioa.

. Llevar acabo la validacidan del metooo anallitico propuesto.



8.0. PARTE EXP
—Material: -

ERIMENTAL

Pipetas valumétricas 0.5 1. 2. 3, S ml.

Matraz volumétrico 10. 2
Tubos de centrifuga de 1&
Gradilla para tubos de en
vasos de precipitado 10,

S. S50. 100 ml,
®x 100 ml.

save.

S50. 10V ml.

Celdas para espectrofotometro.

-Reactivos:

Orto-fenantrolina . Ha0 R.A.

Sultato de amonio férrico
Dicloromgtany R.A, Baker

« 12 nd) R.A. Merck.

Hidroxido de sodie R.A. Merck.

Acido clorhldrico KA.
Alcohcl isoamllico R.A.
Sulfato de amonic R.A. Ba

Merck.
Baker.
ker.

Eter etilico R.A. Merck.

Isoniazida (materia orima
Acetilasioniazida (ginteti
de Ciencias Biolégicas. 1
-Solucionest
Solucisn patrén de isonia
Solucidn patrén de isonia
Splucidn de sulfato de am
Solucian de Acido clorhid
Solucien de hidrdéxido de

}e
zada en la Eucuela Nacional
+P.N.}). Var apéndice I. dice 1.

zi1da de 20, 160 y 200 mcg/ml.
zida de 20 mg/ml.

aonio al 15 %.

ticg O, 1 v 1 M,

sodio U.1 v 1 M.

Solucien de mezcla de reactivoa ( Agente complejantel.

0.5 o de orto-fenantrolina monohid
M de HCl v 0.4 g de sulfatoc ferric
son disueltos v diluidos con agua
solucisn es estable cor 4 semanas.
frasco obscuro orotegido de la luz
-Equipo:

Balanza analitica.

Aoitador vortex Mixer,

ratada, 3.0 ol de solucien 1
o de amonio dodecahidratado
desionizada hasta 2350 ml. La
41 &#sSta es almacenada en un
v en refriceracioén.
Espectrofotamatro.
Fotencismetro.
Agitador automatico.
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8.1.0. ETAPA DE DESARROLLO
B8.1.1. Factores que influven en €} metoda.

Con @l prooosito de poder adantar @l metodo descrito oar
Prodromos (22) en la cuantificacien de i1saniazida an orina, e
®studid e! efecto aue pueden ejercer factores comor pH, voluman
de agente compleiante, tipo de solveante en la extraccidn,
oroporei1dn da una meicla de solventes para la extraccién de

isomiazida.
B.1.2. Efecto del pH.

Para poder determinar la influencia gue ejercen los cambias de
oH en la extracién de soluciones acuosas de isoniazida
empleando los solventes claroforma y diclorometana {ver fiQ9.3
v 4), %e orobaron los pH s sigutentes: 2, 3, 4, S5, &4, 7, 9,
10, 12, para cada uno de los solventes mencionados.

Esto se hizo con =1 oroposito de poder encontrar &l pH ¢otimo
en el cual se pudieran hacer eaxtraccicnes de limpieza de
componentes de la orina aque interfieren en la reaccidn de
cuantificacicn de 1soniazidaj aseaurindonos tambiéen gque a diche
bH no se extraiga isoniazida lo cual reoresentaria una péerdida
aue s2 verla reflejada en =1 recobro.

De una solucid4n de 140 mcg/m]l de isonidzida. tomar £ m] en wun
tubo de centrituga. ajustarle el oH correspondiente empleando
HCL & NaOH C.1 N v se extrae con un volumen de 3 ml (empleando
oor separado los solventes antes mencionados). Se agita durante
dos minutos en vortex, los extractos organicos se transfieren a
un matraz de 25 ml, se evaporan a seguedad v se diluven en 20
ml de agua continuando con el método da Frodramos desda el
ajuste de pH en adelante (ver anendice Il,.

Los extractos acuosas se colocan también en un matraz de 25 ml,
se les agrega 20 ml de aqua v Sse continua con el metodo
mencionado desde el ajuste ne oH.
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Las absorbancias en anbas tases san transtormadas a
concentraci<sn por &edio de una curva de calibracidn de
isoniazida (fig. No 1), para as)! noder calcular la constante de

repartc a cada uno de los oH s.

8.1.3. Efecto dal volumen de agente comolejlante.

Para opoder determinar el volumen aproplado de agente
complerante se realizaron curvas estandar de 1soniazida en
agua. Se orepararon 3 soluciones patron de concentraciones (A)
20, (B) 1&0 y (C)} 200 mca’/ml. a partir de las cuaies se
hicieron diluciones para obtener las concentraciones finales de
la curva estandar. LOs volumenes tomacdos de las soluciones son:
Solucien Ar Ly, 2. &6 v 7 ml: selucion Hp 0.5, 1.0, y 1.5 mls
coluecien C: 0.5 v 1.0 al.

Dichos volumnenes son colocados en matraces de 25 ml adicionando
20 ml de agua (método de Prodromosl). posteriormente a esto se
le adiciona 1, 2 v X ml seQUn s@a o]l casc de la mezcla de
reactivos (anpente complezante) Vv se sigus con el maetodo
anteri1armente mencionado desde el ajuste de pH. De msta wanera
se abtienen las concentraciones finales de la curva estindar de
0.8, 1.6, 3.2, 4.8, 6.4, B.0 v 9.6 mco/ml (var tabla No. 7).

B.1.4, Efacta sobre el tioo de solvente sobre la extraccian.

Con la finalidad de selecionar 1a mezcla de solventes ads
adecuada para la extraccisn de 1soniazida. sa& probaron las
siouientes mezclase cloroformo-butanal (70: 30) (18)¢
clorotformo-metanol (60141 (11): v alcohol 1svamilico-eter
etilico (85:15) (B). citados por algunos i1nvestigadares (ver
tabla No. 8 )..

En un tubo de centrifuasa calocar 1 ml de una solucidn de
isoniazida de 160 mco/ml, aiustarle a 7 el oH con NaOH V.t N v
adicionar I ml de la mezcla de extraccisn seleccionada. extraer

oor 3 veces agiltando durante 2 minutos en vortex, la fase
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organica es separada v transferida a un matraz volumetrico de
25 ml  evaporando a sequedad. adicionar 20 ml de agua
desionizada, agirtar v continuar con el meétodo de Prodromos
desde el ajuste de oH (ver apendice No.Il).

8.1.5, Efecto de ]a oroporcion de solventas en la mezcla
selecionada para la extraccion de isoniazida.

Una ver determinado gues la mezcla de soiventes mas adecuada
Dara la extraccion de isoniazida es la del alcohol
iscamilicao-eter etilico (ver tabla No.8 ). se orocedid a
determinar cual era la proporcion ootima de dicha mezcla v se
reali1zo de la manera siguente: Se orepararon las proporciones
siguientes de la mezcla: 25:75. S50:1850. 75:25. B0:120, 85315 vy
0110 (vs/v) (ver fig. No., 4).

En un tubo de centrifuga se coloca | ml de agua, 1 ml de
solucian de isoniazida (160 mcog/mi . v we realizan 3
e®xtracciones sucesivas oon cada una de las diferentes
proporciones de la mexcla por senarado, aqgltando durante 2
minutos en vortex. los extractos organicos se reunen y se
reaxtraen con 5 ml de acido clorhidrico 9.1 N, se agitan
automaticamente durante 20 minutos. 1as fases acidas
resultantes se transfieren a un matraz volumetrico de 23 ml. se
apregan 20 ml de agua y se continua desde el paso de ajuste de
oH @arcado vor el meéetodo de Frodromos (ver apendice [I).

8.1.46. Determinacidn de isoniazida en orina (adaotacion del
meéetodo de prudv-um‘u:).

Fara la cuantificacion de isoniazida &n orina se utilize el
meétodo modificado de Prodromos. en el cual se tomaron en cuenta
los efectos anteriormente descriftos (ver fioura No 6).

—-Metados

A 1 ml de orina (soluciongs acuosas de 300, 250, 200, 150, 100

v 50 mca/ml de isoniaridal), ajustar el oH a 3.0 con HCl O.1 N y
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raalivar 3 exrracciones con diclorometano (de 3 ml c/u agitando

durante 2 minutos en vortex). A la tase acucsa resultante

adicionar 1 ml de sulfato de amonio al 15 % v ajustar el oH a
7.0 con NaDH O.1 Nz en sequilda se le realizan otras tres
extracciones con la meczcla de alcohol ispamilico-eter etilico
(85:15) (de 3 ml c/u con acitaci  en  vortex durante 2
minutos). La fase orgianica oroductc de esta segunda extracciden
se reextrae con 3 ml de HCl O.1 N en embudo de separacion con
tiempo de asitacien de 20 minutos 2n un aoa)l tador automatico. La

fase acida se ajusta a pH = 5.2 con NaOH 1| N v se le adicionan
2 ml de la mezcla de reactivos. La soluci=n resultante se
diluye hasta un volumen de 25 ml con agua desionjizada,
finalmente se mantiene por 25 minutos a bafio maris a 50 * 0.5 °C.
Despues de este tratamiento la solucisn es enfriada a
temperatura ambiente utilizando un banro de acua. La absorbancia
de e&sta solucion (rojo-naranla) es medida a una lonortud de
onda de 510 nm, utilizando un blanco de reactivos preparado
bajo las mismas condiciones. De asta manera sSe construve la

curva de calibracion de isoniazida en orina (ver fiagura No. 7).

8.1.7., Ensave preliminar del metodo modificado para la

cuantificacién de i1soniazida en orina.

Una vez establecidas las condiciones favorables para la
determinacion de isoniazida en agua se realizaron ensavos
oreliminares en muestras de orina. a las cuales se les
adicions 1soniazida quedando eh solucidn a una concentracidn de

160 mcos/ml (ver tabla No. 9).
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8.2.0. ETAPA DE VALIDACION (Protocolo da validacién)

El orotocolo de validatidn se llevd a cabao de wanera global
base a un disefio exoerimental completamente al azap,

Para e@sto se tomd en cuenta el ocorciento de excrecien de

isoniazida (85 X en forma inalterada en arina de 24 hrs), una

dosis de B me/kg de peso/dia v un individuo de 7¢ kg de peso:

de esta manera se determiné la cantidad maxima excretada (300

ma/24 hrs) la cual resresenta el 100 Z.
Como &1 metodo modificado cuantifica en mco. nuesiro 100 %
300 mcg/ml.

es

Los valores de isoniazida utilizados para la lincalidad del
método son: I00. 250. 200, 15U. 100 v SO mcg/m)
triplicado v 3 dlas diferentes).

(cada punto por

Para el caso de exactitud y orecisidn  las concentraciones de
isonjiazida utilizadas fueron 300 v 15U mca/ml (cada

sextuplicado en 3 dias diferentes).

punto por

Para reproducibilidad se empled un diselo factorial de 2 x 2

con & replicaciones para
cada tratamiento y empleando concentraciones de isoniazida de
150 v 300 mco/ml.

{(dos analistas y dos dias diferentes).

El limite de cuantificacién se determind en base a un madelo
estadistico, tomando concentraciones abajo del punto medio de
la cantidad maxima excretada. Las concentracionas de isoniazida
utilizadas son §£50, 120, 90, &0, 30 v 15 mcg/ml

triplicado en 3 dias diferentes).

(cada punto por
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.- RESUL TADOS
~Etana de desarrollo.

Despues de seguir el procedimiento marcado para el estudio del
afacto del pH sobre la @xtraccidon de isoniazida a partir de
solucicnes acuosas empleando clorotforso v diclorometano, para
poder ootimizar el pH en el cual se pudisran realizar
extracciones de componentes da la orina que interfieren en la
reaccliéen de cuantificacison de i1soniaziday vy a 1a vezx
asezqQuraindonas que a dicho pH no e extralga isoniazida la cual
disminuiria el porciento de recuptracidn, esto se muestra en
las fiquras No 2 v 3.

De igual forma siguiendo las indicaciones para la determinacidén
del volumen aprooiado del agente complelante s8 muastran las
absgrbancias obtenidas despues de adicionar los diferentwa
volumanes orobados en la tabla No 7.

Con e! procedimiento marcado para doterminar el efecto de
diferentes mezclas de solventes =sobre la extraccidn de
isoniazida, «®& determinaron las absorbancias can los
extractos organicos y acuosag: estas absorbancias fueron
interpolddas en la curva de calibracisn de isoniazida en agua.
Las coficentraciones respectivas reoresentadags en porcliento
para cada una de las mezclas se muestran en la tabla No 8.

Siguiendo el procedimiento para el estudio del efacto de la
proporcisn de mezcla de disolventem selecionada para ta
extraccion de isoniazidas las absorbancias obtenidas con los
axtractos organicos para cada proporcidn ensavada fueran
intercolados en la curva estandar de 1soniazida en agua v
representadas en porciento recucerado. los datos se mestran en
la tabla No 4 y figura No 4.
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Una vez deterainada la proporcion mas adecuada de la aezcla de
alecohol isoamilico—eter @tilico(B5:15), [ 1] procedic a
determinar la influencia del pH en la extraccidn de i1soniazida

para dicha mezcla: esto se muestra en la tabla No 5 y figura No
5.

Las condicones finales del meatooa adaptado para la
cuantificacisn de isoniazida en orina se muestran en la fipura
No 6.

Los resultados del ensayo orelimnar ocara la determinacion de
isoniazida en orina se muestran en la tabla No 9.

~Etapa de validacidn,

De acuerdo a un disefio experimental comoletamente al azar
utilizade para la validacién del método analitico, se
obtuvieron las tablas v figuras correcondientes a: linealidad.
exactitud, arecisian, reproducibilidad, limite de
cuantificacidan v especiticidad.

De igual! manera se realixo la grafica de cantidad recuperada
(mcg/ml) en funcicn de la cantidad adicionada (mcgrml) para
determinar el % recuperado de 1soniazida. e&n 82l intervalo de
concentraciones de 50 - 300 mcg/mlt ver la tabla No 11 y figura
No 8.
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FIGUNRA o

CURVA DE CALIBRACION DE ISONIAZIDA EN AGUA

= O, 9954
o= 0,9909
= 0.1517
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FIGURA Na &

INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA CONSTANTE DE REFPARTO
DE 1ISONIAZIDA EN EL SISTEMA CLOROFORMO »~ AGUA
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FIGURA Ne 3

INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA CONSTANTE DE REPARTO
DE ISOMIAZIDA EN EL SISTEMA DICLOROMETANO ~ AGUA
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FIGURA No 4

INFLUENCIA DEL X DE LA MEZCLA ALCOHOL ISOCAMILICO
ETER ETILICO SOBRE EL X DE RECUPERACION DE ISONIAZIDA
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FIGURA No 5

INFLUENCIA DEL pH SOBRE LA CONSTANTE DE REPARTO DE ISOMIAZIDA
EN EL SISTEMA ALCOHOL ISOAMILICO-ETER ETILICO (C85115) ~/ AGUA

CONSTARTE DE REPARTO
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FIGURA No &
DETERMINACION DE ISONIAZIDA EN ORINA CMETODO DE PRODROMOS MODIFICADO)
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FIGURA No 7

CURVA DE CALIBRACION DE ISONIAZIDA EN ORINA
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. m = 0.0048
= 0.0800
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FIGURA No 8

CANTIDAD RECUPERADA DE ISONIAZIDA EN
FUNCION DE LA CANTIDAD ADICIONADA

= 0.9986
r o= 0.9972
m = 0.7959
b = ~3.876

SO 100 150 200 250 300

CANTIDAD ADICIONADA (mco/ml)



TABLA No ¢
DATOS DE LA CURVA DE CALIBRACION DE ISONMIAZIDA EN AGUA

ISONIAZIDA ABSORBANC1AS A 510 nm HMEDIA C.v.
mca/ml
0.8 0.175 0.177 0,177 0.1757 0.46573
1.4 0,359 0. 359 0, 3460 0. 3595 0.18&06
3.2 ©.587 0.583 0.582 0.3840 0.4330
4.0 V715 0. 709 V. 707 9.7103 0.3861
4.8 0. 861 0. 869 0.8464 0.8647 0.4474
S.6 1.045 1.038 1,058 1.04847 0.5228
s.4 t.0B0 1.086 1,088 1.0840 0.3196
8.0 1,295 1.295 1.300 1.2975 0,2226
.86 1.521 1.320 1.523 1.3213 0.1004
= O.9909 m * . 1517 b = 00,1073 C.V. = 0,3989

r=0.99%4 r°

TABLA No &
DATOS DE LA CONSTANTE DE REPARTO (CLOROFORMO/AGUA) V= pH

ABSORDANCIA (510 nm) JCONCENIRACION (mcg/mi)
oH F. oroanica [F. acuosa |F. oraanica} F. acuosa Ko % ke
2 0.000 0.957 Q. 000 5. 600 Q. 00 0.0
3 0.040 0.944 0.273 6.525 0.042 4.2
4 0,081 0.932 C.549 &.428 0.088 8.5
S 0. 120 0.880 0. 825 &6.070 D.136 j13.6
& 0.052 0.945 0. 354 &4.516 0.055 5.5
7 0.039 0.932 0.2867 &.428 0.042 q.2
4 0. 074 v.878 0. 177 6.056 0.029 2.9
10 0.038 0.945 3. 260 &6.518 0. 040 4.0
12 0,029 0.918 V. 190 &.332 0.030 3.0
i3 0. 000 0.891 0.000 4.145 ¢. 000 Q.0
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DATOS DE LA CONSTANTE DE REPARTO (DICLOROMETANO-AGUAY Vs pH

ABBORBANCIA (510 nm) JCONCENTRAC TON (mco/ml)
oH F. organica (F. acunsa[F. aroAnical F. atuosa ko % ko
2 0.000 0.916 0.000 &.318 G. 000 0.0
3 0.000 9. 916 0. 000 6.318 0. 000 0.0
4 0.000 0.9146 0,000 4.318 0. 000 .0
S 0. 042 0.944 0.428 &.511 0.0464 b.6
& 0.046%9 0.916 0.474 &. 318 0.075 7.5
7 0.123 ¢.B8a8 0,840 4,125 0.140 [14.0
a8 0. 0469 0.833 0.474 4.74% 0.083 8.3
? 0. 055 0.944 0.377 6.511 0.058 S.8
10 0.055 0.888 0.377 6.125 0.061 | 4.1
1t 0.041 0.%44 0.280 6.511 0.043 4.3
12 0.000 0.744 0.000 b6.511 0.000 c.0
TABLA No <
DATOS DEL %X DE ISONIAZIDA RECUPERADA V= EL X%
DE LA MEZCLA ALCOHOL ISOAMILICO-ETER ETILICO
% DE MEZCLA
ABSORBANCIA
ISOAMILICO-ETER A 510 am. * RECUPERADD
100 1 00 0.373 36.78
20 : 10 0.7346 &6.9¢
85 : 15 ©.889 Bi.2&6
80 1 20 ©.788 75. 60
73 1 25 Q.775% 75.38
50 1+ 50 0.&52 &3.90
23 1 75 0.328 32.15
n=3 oH = 7.0
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TABLA Ne &
DATGS DE LA INFLUENCIA DEL pH SORRE LA CONSTANTE DE REPARTO
DE ISOKIAZIDA EN EL SISTEMA [SOAMILICO-ETER €8%9:11%) / AGUA

ABSORDANCIA A 510 nm. | GONCERTRACTION (mco/ml)
oH I orgsniea | F. acuosa {F. orpinica | F. acupsa| *°
x 0.530 0.296 3.444 1.243 2.7%
3 0. 732 0.227 8.230 ©. 788 3.40
& 0.775 0.213 4,400 0. 696 6,35
7 0,790 0.203 4. 450 0. 643 &6.98
a 0.701 C O 0.251 3.912 0,946 4,10
n =3
TABLA No &
DATOS DE LA CURVA DE CALIBRACION DE ISONIAZIDA EN ORINA
CANYIDAD
AD ICT1ONADA CANTIDAD DETERMINADA
(mco/ml) ABSORBANCIA MEDIA tacg/ml) MEDIA
so 0.347 0,348 0.340[0.3514| 42.78 39,65 41.62 41.35
100 0.346 0.528 0.S540|0.5380 | 72.27 69.31 71.29 70.96
180 0.790 0.792 0.800{10.7940 |112.48 112.81 114.13(113.15
200 1.032 1.037 1.037 |1.0340|152.37 153.19 153.52 |153.03
250 1.322 1.327 1.288[1.3123|200.16 200.98 194.55 [198.56
300 1.541 1.5346 1.5301.5334 (236,12 235.42 2234.43 1235,.33




TaBLA No 7

EFECTO DEL VOLUNEN DEL AGENTE COMPLEJANTE
(valores de abgobancia oromedio con n = 3}

ISONTAZ 1DA VOLUMEN DE AGENTE COMFLEJANTE

(mcp/ml) 1 =l 2 a1 3 ol
0.8 0.120 0,152 0.160
1.6 0.202 0.283 0.291
3.2 0.356 0.537 0.541
4.8 0.530 0.807 0.809
6.4 0.693 1. 000 1.004
8.0 ©.856 1.253 1.259
9.6 1.019 1.474 t.482

r o= 0.9994 r = 0.9992 r = 0.9994

v* = 0.9989 +% = 0.9985 r? = 0.9988

m = 0.1029 = 0. 1500 m = 0.14%0

b = 0.030% b = 0.0493 b = 0.0554

TABLA No 8

EFECTC DEL TIPO DE SOLVENTE SOBRE LA EXTRACCION

{valares promedia de 4 observaciones en Z a oH = 7)
MEZCLAE DE GOLVENTES
X RECUPERADO CHC T =—BUTANDL CHC1s-NETANDL TSOANIC ICO~ETER
{70:30) (50: 40 {85:15)
FASE ORGANICA A46.61 27.3% » 61.26

FASE ACUDSA

51.39 72,6% 18.74




TABLA

No 2

ENSAYQ PRELIMINAR DEL METODO MODIFICADO PARA

LA CUANTIFICACION DE ISONIAZIDA EN ORINA
CANY I DAD
ADICIONADA ABSORBANCIA % RECUPERADO
(mco/m)
160 0.818 75,4612
160 0.814 75. 0922
160 0.842 77.6752
n =3
TABLA No 10
LINEALLIDAD DEL SISTEMA
ISONIAZIDA ABGEURBANLCIAG
tmca/ml) TANALYBTA A ANALISTA B PROMEDIO
0.8 0.17567 0. 14700 0.15100
1.6 0.35950 O, 30450 3. 33150
3.2 0. 58400 0.554847 0. 569060
4.0 0.71033 O. 69650 0.70300
4.8 0.86467 083150 0. 84800
5.6 1.04467 0.97083 1.00700
6.4 1.08400 }.05450 1,06866
8.0 1.29750 1. 26567 1.28200
2.6 1.52133 1.47500 1, 49800

r = 0.9948

r* = 0.9898

m = 0.,1572

b = 0.0891

40
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ANALISIS DE VARIANZA PARA LINEALIDAD DEL SISTEMA

FUENTES DE VARIACION | G.i_. S.C. C.M. F
Pesviacion de las
medias debido a la 1 0.032375 U.032375
regres:on,
Desviacidn de¢ las 7.3410
medias dentro de 28 10=3 U.u01762
los orubos. *
TOTAL 25 F = 18.4874

Criterio de aceotacion:
1. r > 0.99
2. v > 0,98
3. Si Fr > F tab.

F o.93 uze = 4.20

se acepta Ho.

Hot El msodelo lineal es corracto Dara describir la relacion

entre la cantidad adicionada v la resouesta obtenida.

LINEALIDAD OEL HMETODO

TABLA No 11

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA % RECUPERADO
{mcCo) tmca)

So 41,3505 82.7010
100 70.9568 70.9958
150 113.1447 75.4311
200 153.0268 76.5134
250 198.5650 79.4260
300 235.370V 78. 4567

r o= 0.9986 "t = 0,9973 n = g, 7959 b= —-3.8767 n o= X

Criterio de aceotacion:

Le v » V.99

tY

2. r > 0.98




TABLA No 12
EXACTITUD ¥ PRECISION

a2

13¢ mco ADICIONALDS J0ou mco ADICIONADOS
mcQ RECUFPERADOS | KECUFERADQO Jmcp RECUPERADOS | % RECUPERADO
[} 144.5%66 P& 40 297.3529 99,12
I 141.8047 94.54 295, 1593 98.3%
A t42.8v18 ¥5.20 296. 9341 ?8.98
141.8047 24.54 2986.9541 98.98
1 141.8047 94q.54 294959 83,32
144.5%64 P v 27a0.5552 Y8.685
142, 6023 G5 07 294. 7604 28,25
D 141. 20643 95.47 2941622 98.05
1 142.8018 F5.20 293. 3645 ?7.7%
A 142, 4029 P4.94 294. 14622 ?5.05
143.0012 ?5.33 296.5552 78.485
2 143. 4000 95. 60 293.9627 97,99
145. 3942 96.93 293.9827 R7.99
143.7989 93.87 288.9772 6.335
I 145.3942 9493 294.5610 ?8.19
1445946 26.40 292.7662 ?7.59
145. 7931 97.20 294. 1622 78.05
3 144. 73250 946,33 290.1738 R&.72
PRECIS10ON
MEDIA = 96.93. Criterio : E1 coeficiente de
DESV. STD CONC. = 1.6528 variacion debe ser de acuerdo
DESY. §TB. DIA = 0,4&855 al metooa,
DESV. STD. ERROR = 0.5729 —Cromatografico 2.0 %.
COEF. VAR. DIA = 0.7072 % —Espectraofotametrico v
COEF. VAR. CONC. = 1.7051 % auimico 5.0 %.
INT. CONF. DIA = 95.5892 - 98.27&4 —-Microbiolépico 5.0 %.
INT. CONF. CONC. = 93.6933 ~ 100.1723

-Fluides biolaicas 10 %.
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-EXACTITUD
texp iy = 26.84 to. o8 o5 = 2,301
texp.tconc.) = k1,13 .- to.o73 (xm = 2,.0301

Criterio:r

Hot El método es exacto cara el dia v la concentracion.
Desician: S1 to.ors < texp < to,o73. se acepta Ho v el método
8 exacto.

TABLA Ne 12
REPRODUCIBILIDAD

(% recunerados)

150 weg ADICTONADDS 300 mee ADICTORALGS
ANALISTA A | ANALISTA B | ANALISTA 0 | ANALISTA B
D 93.03 @3.55 °8. 70 9g.84
1 92.61 @3.96 90.47 0.57
a 93.31 P6. 69 98.90 98.37
92.75 93.42 98. 70 98.10
1 F2.061 ?3.82 v8. 21 0. 44
92.8% 94.10 98.49 98. 30
94,41 P4.91 Q.1 9H, &4
D 92.75 23.01 99.11 8. 44
1 93.41 F6.69 98.77 98. 16
A 92,75 93,01 98.70 98,91
4. 69 23.01 Q8. 920 98.37
2 94.00 94.91 99.04 28.71




aa

ANALISIS DE VARIANZA PARA REPRODCIBILIDAD

[ FUENTES DE
VARIACLON G.L. 8.C. C.H. Fexp. [
ANAL ISTA 1 4.93227 4,93227 3.5067 18.50
DIA 2 2.81302 1 .40651 1.2234 3.49
ERROR 20 22.99010 1.14950
Criterioss Para Analistas.

HotNO se midifica el porciento de recuoeracién cuando el
método analitico lo realizan el analista uno v dos.
Para Dias.

HotNo se mocifica 2l vorciento de recuoeracidén cuando el
aétodo analitico es realizado cor los analistas en
dias diterentes.

Desicidn: S3 Fexp < Fo.es, se acenta Ho v el metodo es
reoroducible.

TABLA No 14
LIMITE DE CUANTIFICACION

[ECANT [DAD
ADICIONADA ABSORBANCLA (nm) MEDIA

(mcas/ml)

150 0.7593 0.7570 V. 7570 0.7578

120 0. 5953 O.6107 0.5933 0.6011

?0 Q. 4227 0. 3673 Q.4070 0. 4323

&0 Q. 2983 0.3243 0. 2897 Q. 3041

30 0.1713 V. 1720 0. 1490 0. 14641

15 0.0127 0.0430 0.0050 U. 0202

r = 0.9966 r? = 0.9932 m = 00,0052 b = -0.025

Limite de cuantificacidén: 13.8 mco/ml.



TABLA No t&
LA ESPECIFICIDAD DEL METODO PARA ISONIAZIDA
PROBADO EN PRESENCIA DE SU PRINCIPAL METABOLITO

(ACET ILISONIAZIDA)
CONCENTRACION ABSURBANCIAS  (nm)
(mco/ml)
160 1SONIAZ10A 1.00
160 ACETILISONIAZIDA 0.0z
ISONLRAZ1DH
160 + t.oz
ACETILISONIMZIDA
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10. DISCUSIUN

Comoc va se menciond anteriorments, durante =] desarrcllio del
método se orobaron diferentes tioos de solvantes con el fin de
lograr la resocien de comoonentes de la musstra bialégica, gue
oudieran interferir en la deteccion de i1sontazidag determinando
que Oira este proodsito el solvente mis adecuado es ol
diclorometano va que 9tr lo mehos tenamas los pH's de 2, I vy 4
an los cuales oodemos hacer axtraccionos de limpieza y asegurar
que seria minima la cantidad de i1soni1azida axtraida., esto se
ocbserva en la tigura No 3.

Por otra parte. de acuerdo a las caractaristicas de polaridad
del cloroformo. se consi1derd comc un posible solvente de
limpr1eza para las musstra de orina. paro al realizar
extracciones de 1soniazida de soluciones acuosas a diferentes
oH's, se considgrd 1nadecuado debido a aue en cualauier pH en
el gue se i1ntentara la limpieza se extrae una cierta cantidad
de i1soniazide lo cual repercutiria en e]l %X de recuparacidén
(tioura No 2). Sin eabargo Hqtch:ngs (36, mancicona una wmezcla
de cloroformo-butanol para realizar extracciones de isoniazida
de muestras bilold0i1cas.

Al emnlear el meétodo moditicado de Prodromos, se decidid
trabatar con menorss volunenrs ocara disminuir el consuas de
reactivos. Considerando aus ls mozrcla de reactivos para formar
el cromaforo se aqreQs Bn exceso se disminuy® an  progorcien
directa a la dilucian deseada. %1Nn @mDargo se comprobe que la
absorbancia obtenida era menor a las citadas por Prodromos, por
1o que se procedis> a orobar cual era ef volumen aprcoiado de la
mezcla de reactivos para esta dilucion. S encontréd que el
voluman aorooiado es de 2 ml v ®gto se& observa on la tabla No
7. siendo <4ste mismo volomen el seffalado oeor 1 asutor, pero
oara una d:lucisn mavor.

Fara orcbar la eficiencia de extracci®n da 1soniazida, se
trabaio con diferentes mezclas de solventes oue se citan en la

bibliogratiat como son: alcohal 1scam!lico-4ter etilico (21,
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clorotaorasc-butancl (38) y cloroformo-metancl (11). Las dos
dltimas son wapleadas wn tecnicas de HFLC v capa Tfina, vy la
grimera es por esoectrofotometria. Jlosando como craiterio el
oorciento extraido, s observa Que @& mucho mejor la mezcla de
alcohal i1scamiiico~-éter etilico va oue se obtuvo el mayvor
porciento de extraccion de B1.26 %. con raspecto a las de
cloroformo-butanagl v cloroformo—metanol aue fueron de 48.61 % y
27.31 X respectivaments, 4stos datos semwstran sn la  tabla No
a.

La @ficiencla de la sxtraccidn se mdjords con la adicien de
sulfato de anonio al sistena de solventes debido al etecto de -
salting ocut - previasente descrito por otros autores (38, 31,

1%). con la ventaja de que no anterf:

® an las etapas
subsacuentes dal metodo.

Con el orooosito de nader determinar ia meJor proporcion de la
mezcla de solventes seleccionada de alcohol isocamilico—<ter
@tilico. se probaron varias oroporciones de la mazcla,
ancontrando cua la prooorcién mis adecuada os la de 83215
debido 4 aue con édsta obtenemos @l mavor % de recuperacidn
(figura 4).

Habiendo cbtenido la mejor opronorci2n de la mezcla alcohol
1zoamilico-4ter etilico, se orocedid a determinar la influencia
del! pH en la extraccidn de 130niazida para dicha mezcla,
encontrandose qus @l pH mas favorable as 7.0 concordando con @l
emoleado por hutchings (36) (fioura No S).

Los resultados obtenidos en el ensavo oreliminar con musstras
de 1soniazida en orina. corroboran aue @i metodo es funcional
en cuyuanto a la repetibilidad v a la magnitud de ias
absarbancias (tabla 9).

Con lo oue respecta a la validacaisn gal metodo empleado. eéste
resulta ser lineal en el 1ntervalo de concentracion de 0,510
mcg/ml, obteniendo un coeficiente de carrelacidn 0.9983: ademas
&% adecuado para la determinaci®»n de microcasntidades de
isoniazidaen arina estando en ventaia con respecto a otros
méetodos como €1 mencionado por Stawart: en el cual se deben
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controlar algounos parsmetros de manera estricta como son  la
temogeratura, el tiempo de& formacion del compleio  (cuya
estabilidada maxima es de 90 minutos (19)) v  tomar en cuenta
que solo es aplicable a formas farmaceuticas.

Una de 1as vantajas que se le ouwsden atribuir al método
mnoditficado es la velocidad de formacizn del compleio (aprox. 15
min.) v su estpbilidad qua es por 10 menos da 24 horas,

Los dates analiticos obtenidas para exactitud y precision se
muestran en la tabla No 12. en donde we observa que loo
resultados de C.V. del metodo oropusato son menores a un 3.0 %
lo gue indica la alta reoroducibilidad de este;. ademas a pasar
de ser un metodo espectrototomstrico. el C.V. obtenido va de
acuardo a datos mencionados 0Or otros autoras en los que se
emplea cromatografia de liguidos de alta resolucidon (CLAR),
como es @l caso de Hutchings (365) aue obtiene un C.V. de 3,7 %
habiendo utilizado como fluido biolsgico orinat 1o mismo aucede
en &)l casc del maetodo dascrito gcor Lauterburg (30) on el ague
obtuvo un E€C.V. de 5.0 % utilizando plasma como fluido
Bioldgico.

£n la determinacion de 1soniazida en orina esta puede ser
satisfactoriamante cuantificada en presencia de su principal
metabolito. la acetilisoniarida. ya ques de acuardo a los
resultados obtenidos en la tabla No 15 considaramos qua no s
siagnificativa la absorbancia del matab2lito en comparacion a la
ohtenida con 1soniazida.

Con @l matodo empleado en sste estudic se obtuve un porcentaje
de extraccisn de 79.59 7% debido & las etapas adicionales de
Limoieza de las muestras. Este dato es consistente como low
mencionados nor alounos autores aue obtuvieron un 77 %4 v un 76
7 empleando CLAR (35. 36)., Es evidente oue entre mayor sea el
nunero de extracciones para la limpieza de las muestras, la
eficiencia disminuve., O0ero mej)ora la Separacisn de isoniazida
del resto de 1ns componentes de Lla wmatriz bioldgica aque
oudieran interferir en el metodo.
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11. CONCLUSIONES

El metodoc acdaptado cara la cuantificacion de isoniazidsa an
orina. %@ basa en la reduccisn de Fe(lll) a Fe(ll) por
imoniazida bajo <condiciones <ptimas, v &l Fe(ll) reducido
reacciona ton la orto-fenatrolina para forsar un complejo
ragjo-naranja altamente estable, cuva mixima absaorcion &s a una
lonoitud de onda de 510 nm. En la etana de desarrollo las
candiciones 2otimas determinadas opara la cuantificacien de
igoniaxida son: extracciones a pH = 3 con wl solventa
diclorometanc ocara llevar a cabo la limpiwza de las muastras de
orina, extracciones de isoniazida aoH = 7.0 con la mezcla
alcohol 1soamllico-eter etllico (831135)., reextracciones de
rsoniazida de la mezcla anterior con HC1 6.1 N v 2 ml del

agente comnleiante para la formacisn dael cromoforo.

E1 metodo resulta ser lineal dsentro del intervalo de
concentraciones de 0.5 ~ 10 mcg/mi: es preciso con coeficientes
de varjacidén menores 2 3.0 X vy ss reproducible antre dizs vy
analistas de acuerdo a los criterios de validacien empleados
{oor un analisis de varianra con brusba de F ).

El 1imite de cuantificacion es de 13.8 mcg/ml v al metodo puede
ser considerado como esgecifica oara isoniazida en presencia de
acetilisoniazida. la cual es su pricioal metabslito.

El meétodo espectrototométrico descrito para la determinacisn de
isoniazida en orina. es de orocedimiento larao pero sencillo v
estadisticameente resulta ser eXxacto v confiable para los fines
del estudio: lo0s cuales fueron asortar un metodo que oudiera
tenear aoplicaciones dentro la tetrapla antituberculosa
cuantiticando a isoniarida de una manera raolda v sencilla, v

utilizando el espectrofotdmetro como #gutpo bisico.
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Sintesis de acetilisoniarida (37)

La acetilison:azida tue sintetizada ooniendo

oramo de 1s0ni1azida con 50 ml de anhidrido acetico v 2 ml

Piridina en un matraz de bola de 1UU mis se colocaran
agi1taci1on continua durante 12 horas a tespgeratura ambiente.
Producto sintetizado fue recristalizada en

metanol-dietil) eter (1:4).

una mezcla

El punto de fusien del oroducto finai tue entre 157 - 160 °

el encontrado en la biblicoratia es de 162 - 143 °C (10 .

a reaccionar

(>3

1

en

El

de

v
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APENDICE I}

Datermainacicon de isoniazida en agua (metodo Prodromos) (22).

Volumenes de solucidn estandar de isoniazida corraespondiontes a
12 - 250 aico da 1soniazida fueron transfaridos
cuantitativamente en un matraz volumetrico de 23 ml, v diluidos
aproximadamente a 20 ml con agpua desionizada. El] pH de +4sta
solucidn fuée ajustada hasta 5.0 : 0.2 con un volumen Tnecesario
de HC} & NaOH t N. Posteriormente se le adicionan 2 ml de la
mozcla de reactivos v se lleva a |a marca con agua desionizada.
e a291ta v se coloca durante 20 a 23 minutos en un baflo de agua
a 50 * 0.5 °C. Finalmente la solucion se deja enfriar hasta la
temperatura ambiente en un bafo de agua.

La absorbancia do la solucisn rolo-narana es leida a una
longitud de onda de ‘510 nm, wutilizandg una solucion blanco
Drenarada bajo las miamas condiciones.
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APENDICE No 111

FORMILAS ESTADISTICAS EMPLEADAS EN LA VALIDACIDN

Linwalidad del sistema.

Se realizée mediante un analis:s do varianza.
Formulas:
= Ey1a IVig + Vi2 +o .o+ vin) - 2
Vi o= = T q‘-zn\.(yx nt )
o . EEvu . Eouve u’-ZZ(yq-;L)x
n n
nimv o+ b (k- %)
TABLA DE ANALLISIS DE VARIANZA

Fuentes de Grados de suma da Cuadrado F L culad
variacian libertad cuadrados madi1o cat culada
Desviacion

de las me— q‘(r 2)
di1as debido r 2 q, q‘(r- -2 T
a la regre- 9,

LT,

Decviacidén

dentrao de n-r 9y q‘(n Tor)

orunos.

To1AL n-< )

En donde:

\—/\ = Valor promedio de ahmarbancia para cada concentracidn,
Zy = Sumatoria de absorbancias Oara cada cOnCantracsoén.

x

2 LI

= Promedio de absorbancias oara todas las concentracionss.

= Promedio de concentraciones.

= Valores i1ndividuales de concentraci<n.

-

a = Suma de cuadrados de la desviaci<n de las medias debido

a la regrasion.

" Suma de cuadrados de la desviaci<n de las medias dentro
de orugos.

Numaro de reéolicas.

n = Numero total de réolicas para todas las concentraciones.
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Linealidad del método:

e determind cor medio de una regoraesisn lineal de tapaot
v.= b + mx . En donoe:

= Respuesta obtenida.

= Ordenada al origen.

= Es la pandiente.

= Cantidades adicionadas de orincioio activo.

= Coeficirente de regresion lineal.

N3 X 3 O <

r" = Comficiente de correlacion,

Exactitud v precisiont

Se llevé a cabo en base a un analisais de varianza
utilizzando 2 concentraciones diferentes. cada una oor

sextunlicado en tres dias diferentes.

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

fFuentes de Grados de Cuadrado
[variacien libertad Suma de cuadrados medio F calsulada
L.M.c
Concentrac. a > 1 C.M. o
§ _ s.C.o |[cC.m.o
Dia (b -1 Ja 5 s e
£rE v - xz Ve
Errar (r -~ Lyab ™ "‘ ).

En donde:

a = Numero de concentracionas.

b = Nunero de dias.

+ = Numeroc de reolicaciones.
C.M.c. C.M.p. C.M.e = Cuadrado medio de la concentracidn. ei
dia v error respectivamente.
§.C.c. §.C.n. 5.C.e = Suma de cuadrados ae la concentracicen,
dia v error respectivamente.
G.LeCe GualeDy G.b.o = Grados da libertad de la concentracien,
di1a v error respectivamenta. )



Reoroducibilidaas

TABLADE ANALISIS DE VARIANZA

En donde;
a = Numero de analistas.
b = Numero de dias.
r = Numero de renlicacionas.
C.M.3. CuMep. C.M.» = Cuadrado medio del analista, dia y

resoectivamente.

Fuentes de [crados de Luadrado
variacion |libertad Suma de cuadraoos medilo F zalculada
S.C.a C.M.a
Analista] a -1 Ev - Ve Gt [y
br abr
z z . .
£ v ~ T v &.C.o LM, D
Dia b -1 Ja [ [ oo -
r br
T v? - £ v
(r = l)ab £rE Yok Ve
Error -

error

S§.C.0. S5.C.D. S.C.e = Suma de cuagrados del analista. dia v

arror rescectivamente.

G.Lea. GuL.D. Gul .o = Grados de libertad del analista. dia’ vy

&rror respectivamente.



Y4
BLBLLIUGKHF [A
1.- Hernan de San Martin. - Salud v entermedaa - , 4° edicién,

Ediciones cientificas - La Frensa hedica Mexicana, S.A. .
Heéxico 1985. DaQ.343-4b.

2.- Texeira. G. ~ Ampectos urioritarios para evaluar el
tratamiento de la tubsrculosis -, HMexico, 1988 -Washington,
D.C. Publicacien cirentitica de la OPS/0OMS., Na.S511.

3.~ Boxonbaum, G6.H. and Rielpelman. S. -+ Determination of
1soniazid and wmetabolites in biological fluids . J. Pharm.
Sci. &3, 1191-97. 1974,

4.~ Boodman-Gilman. - bases farmacoldgicas de la terapeutica -,
Ed. Medica Panamericana. Mexico. 1982, 5scdlcian D&g.
1177-79.

S.- Sarcta Valdecasas. F. -~ Farmacolooia -~ . 75 sdicien.

libreria ESPAX Barcelona, Espafia. 1978, pag. 485-8B9,

&.- Hans R. Held and Landi S. ~ Bindino of toxic metabolites of
i1sontaz:id by aconiazide - . J. Pharm. Sci. 1980, pag.420-24.
7.~ Remington’'s - Pharmaceutical BSciences -, 173 ed. Ed.
Medica panamericana, 5.A.. Argentina, 1987, pag. 1648-47.

8.- Dumont F. Elmendort and dr. William,-The absortion.
distribution excretion and shart—term toxicity of isonicotinic
acid hvdrazide (nvdrazid) in man .. The Phars. Prass. 1952,

429-42.

9.~ Martindale. - The extra parmacoosia - 27 th ed. staf. Great
Britain., 1977. paa. 1581-1604,

10.~ Clarke's. - lsolation and identification of druos -. 2%
ed. Gran Dretafia. 1986, &4&88-89.

11,~- Klaus, Florev: et al. « Analitical orofiles of drugs
subastances ~. U.S.A.. 1977. 183-238.

12,~ Brewer, A.G., - lsoniazid in florev. Analitical of drugs

asubstances . Ed. Academic. N.Y.. 1974, 183-257.

13.~ Eliard, G.A.and Wallace. H.S5. ~The determination of
isonjazid and its metabolites acetvlisoniazid.
monoacetvlhvdrazine., diacetvihvdrvdrazine. 1sonicotinic  acid



58

and jsonicotinilgliveine in i1n serum and urine *. Biochem. J.
124, 1972, 449-%8. 14.- Turner, C.E. + Higilene del individuo vy
do la comunidad ~. 2% od. Ed. La FPrensa Hedica Mexicana.
México., 1976, 0an.415-17.

IS.- Organizacién Panamericana de 1a Salud. 327 aseminario
regional sobre tuberculosist Quimioterania, Publicacien No.
418, 1981,

l&6.- Haves, E. - La tuberculosisi oulmonar v sus complicaciones
. Ed. L& Prensa Medica Mexicana, 1959, oaa. 434,

17.- Control v tratamiento de la tuberculosis pulmonar.
lnstituto Nacional de Enfernedades Resoairatorias. Secrataria
de Salud, México, 1987.

18. - Summer, H, Kalman, M.D and Rh D.. + Drug assay the
strategy of theraosutic drug monotoring -« Masson Publishing,
U.S.A. Inc. 1979, 97-120.

19.- James T.. Stewart and Settle. David. » Colorimatric
determination of isoniazid with 9-chlorcacridine +~.J. of
Phare. Sci. 64. 1975, 1403-03,

20.- Michawl E. El-Kommos, Amal 8. Yanni. + Spectrophotometric
determinat:ion of isoniazid using
&,7~-di1chloroouinol ine-%,8-diona . Analvst, 113, 1988,
1091-95.

21.- Russell, D.W. - Detsrmination of isonicotinic acid
hidrazide in urine « Clin. Chim. A., 31, 1971, 3&67-75.

22.~ lssopoules. B. Prodromas and Fantelis T.,Economou. A

sensitive colorimetric determination of mcroguantities of
isonicotinic adid hydraz:ine (1soniazid? . Internatinal J. of
Pharm. 37. 1989, 235-39.

23.~- U.S. Fharmacopeia,. 19 st. rev.i! 1974 Eaton Company. Pag.
273, 671, 548.

24,- Hirtz, J. - Importance of analvtical methods in
pharmacokinetic and drug metabolaiam studies . Biopharmaceutic
and drug disposition., 7, 1984, 3135-26.

25.- Montoijo C. Garcia M.J. v Domingugz—Gil A + Monitorizacion

de tfarmacos: 1mpartancia del error analitico . Revista



59

A.E.F.H., 10, 1984, 237-~a&2.

2b.~ Uinod P, Bhah, Ph., D. - 6Analvtical msethods used 1n
biocavaiiability studies a regulatorv viewpaint . Clin. Ras.
Practices and Drug Raq. Afairs. S5, 1987. S51-40.

27.- Industria Farmaceutica. C.1.F, 2 (22 ep.), 25-28 (1983).
La validacicam: Un reto actual. normas para la practica de una
corracta validactian.

28.- Secretaria de salud. -+ Control v tratamiento de la
tuberculosis oulmonar -, Instituto Nacicnal dw Enternedades
respiratorias, hexico, 19687.

29.- Hashimi, M. H., Ad:l. A. 5. - Colorimetric datermination
ot isonicotinic acid hidrazide . Micrachim. ARActa, 4, 1969,
772-77.

30.=~ Russell. D. W. + Simple method tor determining isoniazid
acetylator ohenotipe -, British ‘Medical J., 3, 1970, 3I24-23.
3i.- Harnino., M. ii.j et ail. - lsolation ot drug ang  drug
metabolites from biological Tluids by use of salt-solvent
cairs . Clin. Chem., 20, 1974, 282-87.

32.- kumar K and Bimal Roy . aplicationn ©of the lmast-squares
method in the matrix form: simultansus xpectrophotometric
determination af rifanoircin  and 1soniazid in binary
oharmaceutical formulations -. Analvat., 114, 1989, 1311-13.
I3.-~ Sued, S. Mc. Gilverav. J.A. and Beavdoin. .-
Bioavailability of threa 1isontazi1d formulations . J. Pharm.
Scilee 66, 1977, 1761-64.

34.~ Pinelooi C. loannou. - A more gimple, rapld and sensitive
flourometric method for the determination of isoniazid and
acetylisoniazid in serum. Appnlication for acatylator
ohenotyping . Clin. chem. acta. 173. 1998. 175-82.

3%.~ Bailev, Leonard L. and Hamed-Abdeu. »  Hiagh—-pertormance
tiqguid chromatoaraphic analysis of 1soniazid and 1ts dosage
forms . J. pharm. Sci1., &b, 1977, S5&4-oH.

36.- Hutchings A., Manie H.D., 8t al. ¢ High-performance liqu:id
cromatooraphic analvais of 1soniazid and acetylisoniazid in

bilogical fiunas . J. af chormatoaranhv. 277. 1983, 385-300.



&0

37.~ Voa sassen W.. Castro-~Farra M. Musch E. and eichelbaum M,
. Detarmination of imoniazid, acetylisoniazid,

acetylhvdrazine and diacetylhvdrazine 1in bi1ological fluids

by high-performance tigquid chromatography e J. ot
cromatography, 338, 1983, 113-122.

38, - Jan-plof Svensscony Armen Muchtar and orgar E. « lion-pair
hioh-perfarmance ligquid chromatographic. Determination of
1soni1azid and acetvlisoniazid in pilasma and urine . J. of

chraomat. 341. (1983, 193-97,

I9.—~ John A, Tiabrell, W®Wright J.M. and Smith Clare M. -
Determination of hydrazine metabolites of 1soniazid 1in human
urine by gas chromatography- J. ot Chromataography, 138, 1977,
165=~72.

40.~ Lauterburg. B.H.., Smith Charlaes V. and Mitchell J.K. (3
Datermination of ‘isoniazid 4and 1ts hvdrazino metabolites
acetviisaoniazid, acetvlhidrazine and diacetylhidrazine in
human plasma by gas chromatagraphy~mass soectrometry . J. of
chromatography, 224, 1781, 431-38.

41.~- Matsui F. Robertson D.L. and lovering E.B.  Determinaticn
of bvdrazine in pharmaceuticals IIlr hydralazine and isontazid
usihg G.L.C. . J. of pharm. Sci.. 72, 1983,

42.- D. Pankouw., f. Hoffmann. ' Dichlorometane metaboligm to
carbon monoxide can be induted by tsontazid, acetona and
fasting s« Arch. Toxicol. Suappl. 13. 1978%9. 302-303.

43.~ Timbrel. J.A.. Ph. D. and Thamas A.b.'- Monoacetvlihvdrazine
as a metabolite of isoniazid i1n man +. Clin. Pharmacaol. Ther.,
22, 1977, &02-08.




	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Generalidades de Isoniazida
	3. Generalidades del Proceso de Extracción para Fármacos en Fluidos Biológicos
	4. Importancia de los Métodos Analíticos en Estudios de Farmacocinética
	5. Generalidades de Validación
	6. Fundamentación del Tema y Plantemiento del Problema
	7. Objetivos
	8. Parte Experimental
	9. Resultados
	10. Discusión
	11. Conclusiones
	12. Bibliografía



