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RESUMEN
El Mycoba i logig es el agente etioldgico

de la tuberculosis, enfermedad infecciosa que puede sgeguilr
un curso agudo o crénico. Esta enfermedad se encuentra entre
las principales enfermedades causantes de un grave prcblema
de salud a nivel mundial. Esto se debe en parte a su ciclo
epidemioldgico, a sus formas de c¢ontagic y a su difiedl
control.

Hoy dia 1la tuberculosis es prevenible y curable
gracias a la disposicidén de agentes terapéuticos eficaces.

La isoniacida es el agente quimioterapéutico de primera
linea considerado como el antituberculosc primario. Sin
embargo, la acetilacién de 1la isoniacida en el organismo
humano estd determinada genéticamente y existen dos
subpoblaciones: Acetiladores lentos y acetiladores réapidos.
La determinaciSn del fenotipo acetilador es clinicamente
importante porque el grado de susceptibllidad a 1la
hepétotoxicidad de la isoniacida es mayor en los
acetiladores lentos y el establecimiento de un régimen
efectivo depende del tiempo de vida media de isoniacida en
el individuo, el cual estd determinado por el tipo
acetilador.

Para lograr 1la determinacién del tipo acetilador
mediante estudios biofarmacocinéticos se necesita del
desarrollo de métodos analiticos para cuantificar
isoniacida en £luidos bioldgicos. Para usar de tales
métodos con fines terapéuticos en la diferenciacién entre
estos dos fenotipos se mnecesita que se caractericen por su
sensibilidad, sencillez, bajo coasto y <confiabilidad,
factibles de realizarse en laboratorios y equipo de use
comin como son los de hospitales de atencién primaria y
centros dea investigacidn.

Se han implementado métodos espectrofotométricos para
1a determinacién de isoniacida en suero y orina. Sin
embargo, los métodos desarrcollados para su cuantificacién en
saliva no pogeen caracteristicas adecuadas.

El principal objetivo del presente trabajc de tesis



vii

fué desarrollar y validar un método espectiofotométrico
que permita la cuantificacidn de los niveles salivales de
isoniacida de manera confiable , sencilla y de bajo cesto,
el cual gea susceptible de adaptarse en estudios
farmacocinéticos. Se realizé en cuatro fases principales: La
informacién documental; 1la etapa de desarrollo, en la gue Se
tomo como referencia la adaptacidén parcial considerando
diferentes mitodos analiticos elegidos por su facilidad; 1la
tercera etapa consistié en que una vez elegido el método més
adecuado para log fineas del estudlo se procedio a optimizar
lag variables experimentales principales. La cuarta y ultima
etapa la constituyé la validacién del método analitico
propuesto estableciendo su confiabilidad. mediante el
protocolo adecuado.

De los dos procedimiento basicos adaptados para la
limpieza de la mestra el elegido comoc el adecuado consiste
en la extraccidén de la isoniacida de la matriz bioldgica
(saliva) en un sistema de solventes (butanol:cloroformo) comn
la adicién de una sal la cual provoca el efecto salting out
adecuado {sulfato de amonle) seguide de una reextraccidn
£inal de 1la fase orgénica con &cide clorhidrico 0.1 N
mediante agitacién mecdnica. Aplicande finalmente el método
espectrofotamétrico de Prodromos modificado, el cual
congiste en llevar la solucién &cida final a un pH de § +/-
0.2 mAs la adicién del reactivo Ortofenantrolina-Hierro
(IZI) llevando a un volumen e incubando en bafioc Maria a 50°
c +/- 0.5° C para daxr lugar a la reaccidén entre éste
reactivo y la isoniacida presente en la muestra formando el
complejo quelante colorido Iooniacida-Ortofenantrolina-
Hierro (IXII), el cual absorbe en el espectro a 510 nam,
permitiendo la cuantificacién del principio activo en el
intervalo de concentraciones de interés, de 2 a 10 mcg/ml.

En el desarrollo y estandarizacidn del método se
encontrd que 1los valores d&ptimos para 1las variables
experimentales principales son: pH de extraccién de 1la
muestra de 7.5, mezcla de solveates butanol:cloroformeo
(60:40), wvolumen de la mezcla de solventes 10 ml, uno y
medio gramos de sulfato de amonio para la produccién del
efecto salting out, tiempo de agitacién de dos minutos en
vortex para la extraccion antes y después de la adicién de
la sal , centrifugacién a 2000 rpm durante 17 minutos,
recupecidn de fase orgdnica con pipeta Pasteur, reextraccidn
con &cido clorhidrico (4 ml, 0.1 N) por agita%ién mecanica
durante treinta minutos a una inclinacién de 20%, adicidén de
400 mcl de reactivo y es necesario el uso de agua
desionizada ajustada a pH de 5 .
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En la fase final de validacién se encontrd que el
sistema es lineal y preciso con un coeficiente de regresidn
mayor a 0.99 en el intervaleo de concentraciones de 0.8 a
10.0 mecg/ml, con una pendiente de 0.149698 , una ordenada al
origen de 0.053196 y un coeficiente de variacién global de
1.25 %. El método es lineal y repetible en el intervalo de
concentraciones de 2 a 10 mcg/ml, con un coeficiente de
regresién mayor a 0.99, una pendiente de 0.122279, una
ordenada al oxrigen de -0.005365 y un coeficiente de
variacién global de 1.77 %. La relacién entre 1a
concentracién recuperada y concentracidn afiadida es de tipo
lineal con un coeficiente de regresiénm mayor a 0.9%99, una
pendiente de 0.7791788, una ordenada al origen de -0.208125
y un coeficiente de variacidn global de 2.14 %.

En el estudio sobre la exactitud y precisidn del métode
se encontro que es reproducible inter e intra dia, es
repetible y exactc con respecto a la concentracidén y al dia-
concentracidén. Desde un punto de vigta prictico el método se
puede considerar exacto y xepetible ya que los porcentajes
de recuperacién son cercanos al 100 % y el coeficiente gde
variacidén es menor al 3 % si conpideramos que se aceptan
coeficientes de varlacidn en métodos que manejen £luidos
biolégicos hasta del 10 %. Al realizar un estudio para
determinar la reproducibilidad entre individuos se
encontraron diferencias muy significativas estadisticamente
hablando, esto se debe tomar en cuenta en la adaptacién del
método a estudios de farmacocinética, recomendandose correr
blancos a diferentes tiempos para cada uno de los individuos
en estudio un dia o dos antes . Esta diferencia se atribuye
a la constitucidén de la saliva la cual varia con respecto a
la hora del dia, a la edad, etc., sin embargo, la diferencia
encontrada mediante pardmetros estadisticos no resulta
significativa para fines practicos ya que la diferencia en
el porcentaje de recobro no es mayor del 7 %.

Con el método modificado en estudio se obtuve un’
porcentaje de extraccién de 79.18 % y tiene un limite de
cuantificacidén de 1.376 mcg/ml.

De lo anterior se concluye gue tanto el sistema como el
método propuestos son lineales y cumplen satisfactoriamente
con los parimetros de exactitud, repetibilidad y precisién.
El método tiene un procedimiento largo perc sencillo, exacto
y confiable estadfsticamente hablando para 1los £figes del
estudio y perfectamente adaptable en la determinacién de la
farmacocinética de isoniacida en individuos sanos Yy
pacientes para la optimizacién de la terapia antituberculosa
establecida.



1. OBJETIVOS

DESARROLLAR UN METODO ANALITICO ESPECTROFOTOMETRICO
QUE PERMITA EL ANALISIS CUANTITATIVO DE ISCNIACIDA
EN MUESTRAS DE SALIVA.

DETERMINAR LA INFLUENCIA QUE TIENEN LOS FACTORES
EXPERI! ALES PRINCIPALES (COMOC SON : pPE DE
EXTRACCION, VOLUMEN DE AGENTE COMPLEJANTE, TIPO DE
SOLVENTES Y LA PROPORCIGN DE UNA ZCLA DE SOLVENTES
DE EXTRACCION) EN LA CUANTIFICACION.

VALIDAR EL METODO ANALITICO PROPUESTO.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades trasmisibles son un problema de salud
importante en México y paises subdesarrollados. Esto sa debe
en gran parte al nivel socioceconémico del pais reflejado en
lag deficientes condiciones sanitarias y el grade de
malnutricién presentes en la poblacién. Estos factores y el
modo de trasmisidn permiten la extensidn de las enfermedades
de este tipo dificultando su control. Este es el cago de la
tuberculosis, enfermedad infecciosa que gz encuentra entre
las catorce principales enfermedades causantes de
defunciones en los afios 9%0’s adn en paises desarrollados
como Estados Unidos.

La isoniacida es el quimioterapéutico de eleccidén en el
tratamiento de corta y larga duracién para la tuberculosis.
Considerandose como el mds potente y barato; se emplea con

otros faArmacos como la rifampicina, estreptomicina,
etambutol Yy pirazinamida para evitar gue Se genere
resistencia microbiana. Su biotransformacién estd

determinada genéticamente, lo que puede influir en la
respuesta terapéutica. Esto hace necesaria la existencia de
métodos cuantitativos aplicables a fluidos bioldgicos para
determinar esta caracteristica metabdlica en la poblacién,
mediante estudios farmacocinéticos en los individuos.

El pregsente trabajo de tesis forma parte de un proyecto cuyo
ocbjetivo general es establecex las bases de la terapia
antituberculosa, que permitan optimizar el régimen de corta
duracidén establecido por 1la Secretaria de Salud en el pais.
Los métodos reportados en la bibliografia para 1la
cuantificacién de isoniacida en muestras biolégicas son
escasos Yy la mayoria se caracteriza por utilizar aparatos de
alto costo, ademids de utilizar un método invasivo en la toma
de muestras ya que determinan la concentracidén de isoniacida
en plasma. Existe asi la necesidad de contar con métodos de
analisis para cuantificarla en otros fluidos bioldgicos como
es la saliva, que puede obtenerse con facilidad y no provoca
estrés en el pacilente. Es de preferencia que estos métodos
se basen en técnicas mag accesibles como las
espectrofotométricas, dado que el equipo para llevarlas a
cabo forma parte comin de laboratorics de salud piiblica y de
investigacién.



Bl motivo de esta ianvestigacién fué desarrollar y validar un
método analitico sencillo y de bajo costo que permita
cuantificar isoniacida en saliva y se realizdé en cuatro
fagses principales: La investigacién documental; la segunda
etapa o etapa de desarrollo, en la que se tomo como
referencia la adaptacién parcial considerande diferentes
métodos analiticos elegidos por su facilidad; la tercera
aetapa consistié en que una vez elegido el método mas
adecuado para los £ines del estudio se procedid a optimizar
las wvariables experimentales principales . La cuarta y
dltima etapa 1la constituyé la validacién del método
analitico propuesto estableciendo su confiabilidad.



3. GENERALIDADES DE ISONIACIDA

3.1, Nombre y f£Srmula

Su nombre genérico es ISONIACIDA, INH, Hidrazida del
&cido isonicotinico, HAIN, Isonicotinilhidrazida, Tubazida,
Nidrazida (1, 3, 4, 5, 6, 7).

Nombre quimico: 4-piridin hidrazida del &cido carboxilico.
Piridin 4-carboxil hidrazida.
Piridin-hidrazida del &cide carboxilico.

Pérmula condensada: CgHgN30 P.M.= 137.14

Férmula desarrollada:

CONHNH,

3.2. Propledades

Descripcién: Cristales inecoloros o blancos, o polvo
cristalino blanco inodoro que se altera lentamente por
exposiclén al aire o la luz; sus solucicnes son neutras al
tornasol, y tiene un punto de fusidn de 170-174°C (5, 6, 7).



Soluble en : Agua (1:8), etanol (1:45), cloroformo (1:1000),
muy ligeramente socluble en &ter etflico, inaoluble en
benceno. :

El pH en solucién (1:10) es de 6-7.5.
Constantes de digsociacién: pKa 1.8, 3.5, 10.8 (20 °¢).

Potenciales de oxidacidn: (8)
Solucién Ef
HCl 1 N 0.78
NayB40, 0.25
NaOH 3 N -0.22

Resgiduo de ignisién: No mAs del 0.2%.
Identificacién:

La isoniacida forma complejos con muchos iones
divalentes, los cuales pueden ser usados en au
identificacién y determinacidn: CA{(II), Cu(II), Co(II) ¥y
Mn (II) (8). Los reactivos que se utilizan cominmente para su
identificacidén son : Bromiro de ciandgeno, Reactivo negro de
Nessler, Bromiro de potasio (5, 6, 7).

Egpectro al ultravioleta: Soluciones &cidas y alcalinas de
igoniacida presentan absorcién ‘a 266 Y 298 nm
respectivamente,

Estindar de referencia; USP Isoniacida, secar a 105° ¢
por 4 horas antes de su ugo. Contenido: No menos del 98% y
no mis del 102.0% de igoniacida . Empaque y congervacién en
envases resistentes a la luz y herméticos (5, 6, 7).

3.3. Historia y sintesis:

La 8intesis de la isoniacida fué reportada en 1921,
pero no fué gino hasta 1945 que Chorine anuncia que la
nicotinamida poseia una accién tuberculostitica (9), se
sintetizd a partir del éster metilico del dcido
igonicotinico, teniendo a la i{sonicotinilhidrazida
(iaoniacida) como primer intermediario.

La isoniacida fué introducida en el mercadc en 1952
como el antifimico mis active en la quimioterapia de 1la
tubexculosds (9, 10, 11). Su sintesis se basa en el
calentamiento de Acido isonicotinico o de su éster etilico
con hidrazina anhidra. A su vez el &dcido isonicotinico se
gsintetiza mediante procesos oxidativos iniciando con la 4-
metil-piridina (12).



3.4. RAcclidn terapéutica.

La isoniacida es un f£&rmaco antituberculoso de gran
potencia, con el se observan respuestas excelentes en la
tuberculosis pulmonar y meningitis tuberculesa (1).

3.5. Mecanismo de accién.

El mecanismo dc accién de este farmaco no estd bien
definido. Se conoce que actua interfiriendo en alguna fase,
no determinada, del metabolismo bacteriano de la vitamina Bg
actuando como un antimetabolito por semejanza de estructurxa
gquimica (1).

Algunos autores refieren que la isoniacida tiene accién
bacteriolégica sobre la micobacteria, sobre todo en su fase
de duplicacidén, aumentando la permeabilidad de la membrana
celular. Postulan tres mecanismos de acclén para este
faArmaco: 1) Inhibe 1la sintesis de)} &cido nicotinico,
componente de la pared celular del bacilo, 2) Ea agente
quelante, impide 1la wutilizacién da algunos metales como
zinc, calclo, manganese y cromo gque don necesarics a la
bacteria para sintetizar sSus enzimas Sxidorreductoras e 3)
Inhibe la sintesis de nicotinamida (11).

3.6. Farmacocinética.

La isoniacida administrada por via oral se abaorbe
totalmente en el tracto gastrointestinal y la concentracién
sanguinea mAxima se consigue entre la 1® y 22 hora. Por via
intramuscular la absorcién es mis rapida y la concentracién
sanguinea terapéutica se presenta entre los 30 y 60 minutos.
La concentracién de férmaco desciende <y desaparece
completamente a las 24 hoxas. Una dosis diaria de 300 a 400
mg en el adulto mantiene un nivel sanguineo medio de 2.5
meg/ml (1).

En el organismo 1la isoniacida se acetila, con 1la
formacién de metabolitos no actives (1, 13, 14), de les
cuales el principal es la acetiligsoniacida. La isoniacida y
sus metabolitos se excrctan principalmente en la orina y una
pequefla porcién por heces, de 5 & 10 %. La vida media de
este principio activo es de alrededor de 60 minutos para los
acetiladores rédpidos y de 160 minutos en los acetiladores
lentos. Las reacciones adversas aparecen en alrededoxr del S
% de los paclentes en dosis usualea. La concentracién
plasmética terapéutica se encuentra en un intervalo de 3 a
10 meg/ml (1, 3, 15).



Las reaccicnes adversas se manifiestan por polineuritis
periférica, cefalea, temblores, hiperreflexia, convulsiones,
paicosis, anorexia, néAuseas, constipacién y fendmenos
alérgicos como fiebre, dermatitis y aun acceso asmitico; los
cuales se han encontrado con mayor frecuencia en
acetiladores lentos, dade gque no se hace distincién entre
](.os dos tipos de acetiladores aplicando la misma posoclogia
1, 2, 3).

3.7. Dosis.

La dosis promedio es de 3 a 5 mg por kg de pesc en
nifios y en adultos es de 150 a 300 mg por dia {(de 5 a 10 mg
por kg de peso), (11).

3.8. Estabilidad,

Su estabilidad ha sido estudiada en soluciémn y en
varias preparaciones farmacéuticas. De particular interés
en la reaccidn de su grupo hidrazino con aldehidos y cetonas
tales como azicares y cetodgidos, y en la complejacién de
isoniacida con iones met&licos.

La iscniacida es estable pox varias semanas en solucién
amortiguadora de pH 8 (16).

La presencia de Cu{II}) y Mn(II) juntoc con perdxido de
hidrSgeno aceleran la degradacidén de la isoniacida . Se ha
establecido que la igoniacida se pierde lentamente con 1la
oxidacién en soluciones acuosas, pero en presencia de
sacarosa la isoniacida reacciona con la aldohexosa formada
por inversidn del azicar. Esta reaccién puede ser inhibida
con citrato de sodio . Ea condiciones anaercbias largas, la
descomposicién de la isoniacida en valores de pH 3 a 7 sigue
una cinética de primer ordem; una solucidn al 1.0% de este
principio activo es 37 veces miag estable a pH 6 que a pH 3
(8).

Estabilidad en fluidos bioldgicoes:

Poole y Meyer (16) mencionan que la isoniacida es
inestable en plasma, su descomposicién puede ser retardada

conservando 1las muestras a 5 ©C . La degradacién de
isoniacida en muestras de suerc y plasma adicionados (10
mcg/ml) que se almacenaron duxante 6 meses a - 10 °C, con
10000 wunidades de penicilina bencilica y 500 mcg de
estreptomicina por ml como conservadores, . fue del 4%

mensual., La degradacidén en muestras de suero Yy orina
adicionadas (10 mcg/ml) almacepnadas a 25 °C fué de tres
cuartas partes después de una semana. Alrededor del 10.0% se



transformo en #Acido isonicotinico. La degradacidén se vio
retardada considerablemente por medio de una extraccién con
1l-butanol, encontrdndose que despuéa de una semana de
almacenamiento la concentracién de isoniacida determinada
fué de un 65 y 82 % de la cantidad inicial de isoniacida
Bembrada en suero y orina respectivamente. La estabilidad de
la isoniacida en muestras de orina y saliva ge ve afectada
por la contaminacién bacteriana, la cual se puede prevenir
por la adicién de timol como conservador . Peters concluye
que la isoniacida es estable en sueroc y en orina por um
periodo de 56 dias, cuando se almacena bajo congelacidén a -
18.0 © (13). Se ha manejado 1la congelacién a - 70 °C en
nmuestran de plasma y saliva para prevenir la degradacién de
INH (15).

3.9. Métodos cuantitativos.

La USP XXX y XXII contienen los métodos aceptados para
la cuantificacidén de la isoniacida en sus diferentes formas
farmacéuticas (Tabletas, inyectables, etc. ) en las que se
encuentra séla o concomitantemente con otros £axmacos. Se
bagsan principalmente en la s=eparacién por cromatografia
ligquida aprovechands 1la solubilidad del f&rmaco en
diferentes golventes, y de las propiedades que tiene au
molécula de absorber en el intervalo de luz ultravioleta del
espectro a 263 nm; también por titulacidn con Acido nitrico,
después de una reaccién con bromiro de potasio, cuando la
forma farmacéutica no requiere un tratamiento previo de
separacién (3, 4, 5, 6, 17).

Para estas pregsentaciones existen una gran gama de
métodos cuantitativos para la isoniacida reportados, entre
los que figuran los volumétricos (7), potenciométricos (18),
por cromatografia liquida de exclusidn (19), por
cromatografia de liguidos de alta resolucidén, CLAR (iS5, 20,
21), por métodos fluorométricos (13, 22, 23), por
egpectrofotometria u.v. y visible asi como microbiolégicos
{24, 25, 26). Los cuales varian en su especificidad,
sengibilidad y exactitud.

Los métodos mias sSensibles y especificos sgon los
fluorométricos y los de CLAR, con los que se puede llegar a
cuantificar concentraciones hasta de 0.01 mcg/ml (22, 26,
27, 28). Sin embargo, se ha observado que en un intervalo de
concentraciones de 0.2 a 10 mcg/ml los métodos que presentan
mayor sensibilidad y menos variacidn son les colorximétricos
lo cual es deseable para desarrollar un método aplicable a
£luidos biolégicos (13, 29).

En 1989 Prodromos B. Issopoulos y Pantelis T. Economou
(29) propénen un método espectrofotométrico para la
determinacién de microcantidades de isoniacida, que se basa



en la reduccién de Pe(III) a Fe(II) por la isoniacida y el
Fa(ll) resultante reacciona con la ortofenantrolina, dando
lugar a la formacién de un complejo quelante colorido gque
absorbe en el espectro de luz visible a 510 nm. El mé&todo
fué lineal en el intervaloc de concentraciones de 0.5 a 10
meg/ml.



4. TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad crénica con lesiones
granulomatosas, de distribuciém mundial que puede adoptar
tres formas: 1) Infeccién primaria, 2) tuberculeosis pulmonar
¥ 3) tuberculosis extrapulmonar (1). Es una enfermedad
infeccioza y puede gegulir wun curso agudo o crémico
dependiendo del grado de adaptacién y convivenvia entre el
bacilo de Koch y el hombre. Se caracteriza porque su ciclo
epidemiolégico se desarrolla en periodos muy largoes, dJado
que el desarrollo de la enfermedad y de la inmunidad estéan
muy relacionados con las condicicnmes de vida de la
poblacién. Por lo que es una enfermedad que afecta de
preferencia a las poblaciones pobres.

Dada la forma de contagio, por wvias respiratorias, el
control estd enfocado a la inmunizaclén especifica de los
expuestos, al tratamiento de los casos infectantes y/6 a
retardax 1la infeccién. Por 1o gque el planteamiento y
conduccién de los programas de control deben estir
relacionados con el nivel de wvida y con 1la fase
epidemiolSgica de la enfermedad en la poblacidén., En 1los
paises en vias de desarrollo existen muchos factores, entre
ellos los econémicos, que bacen imposible centrar 1los
objetivos de dichas acciones en el aislamiente de los focos
de infeccidn (1).

La morbilidad en el Continente Americano hasta 1967 fué
particularmente alta en América del Sur, considerable en
México y Centroamérica, descendiendo de manera marcada en
América del Norte (2). La morbilidad hasta el mismo afio
parece descender en toda América por la implementacidn de
terapias con antibidticos y gquimioterapéuticos. Sin embazgo,
para 1989 con el uso moderno de la informdtica, en América
del Norte ge observd un aumento en la mortalidad debida a la
tuberculosis cuando ademés de certificados de defuncilén se
utilizaron otras fuentes de informacidén (30): Encontréndoge
esta enfermedad entre las catorce principales causantes de
defunciones en este pais, creando por su extensidn y
consecuencias un problema social grave.

4.1. Agente etlolégico: El Mycgbacterium tuberculosis es el

agente etiolégico de la tuberculosis y se ha comprobado que
el bacilo de tipo humano es el que causa casi todos 1los
casos de tuberculosis pulmonar; el tipo bovino causa una
gran parte de tuberculosis extrapulmonar, varlando las
proporciones gegin la oportunidad de infeccidn.
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4.2, Reservorio y fuente de infeccién: El reservorio es el
hombre principalmente y, en algunas zonas es el ganado
enfermo. La fuente de infeccién son las secreciones del
aparato respiratorio de 1las persopnas con tuberculosis
pulmonar ™ abierta * (baciloscopia positiva) y leche de
vacas tuberculosgas.

4.3, Modo de trasmisifn: La tos o el estornudo de enfermos
con tuberculosis pulmonar " abierta " forma un aerosol de
materia infeccicsa: Las diminutaa particulas pueden ger
inhaladas directamente o después de asentadas Y
resuspendidas junto con el polve. El contacto directo o
indirecto son modos importantes de infeccidén, 1la infeccidn
causada por los alimentos debida a la contaminacién de 1los
cubiertos y vajillas es menor.

4.4. Sintomatologia: Por lo gemeral la tubexculosis primaxia
o primoinfeccién pasa inadvertida, aunque en ocagiones puede
haber fiebre, sintomas constitucionales vagos o coumprobacidn
(mediante exfmen de rayos x) de un filtrado en los pulmones
¥ de crecimiento de los ganglios linfaticos
traqueobronquiales. Las lesiones curan espontdneamente
dejando sensibilidad a la tuberculina. Ean los adultos
jovenes puede dar lugar a tuberculosis pulmonar, la cual
tiense una evolucidn c¢xénica y variable, pero es capfz de
incurrir en cualquier estadio. Los sintomas son: Tos,
fatiga, fiebxre, pirdida de peso, irritacién de la garganta y
dolor tor&xico. La tuberculosis extrapulmonar es rara y se
presenta cuando el bacilo invade otros Srganos.

4.5, Tratamiento: Hoy dia la tuberculosis es prevenible y
curable gracias a la disposicidén de agentes terapéuticos
eficaces. Recomenddndose un régimen de seis meses: Terapia
combinada los dos primercs meses (isgcniacida, rifampicina y
pirazinamida), seguida de terapia consolidada (isoniacida y
rifampicina), durante les siguientes cuatro meses,

Los tratamientos antituberculosos en México son
recomendados por la Secretaria de Salud y son:

1) Tratamiento primaric autoadministrado (12 meses), y
2) Tratamiente primario de corta duracién, supervisado
(hasta 7 meses de duracidm) (30, 31, 32).

Un problema gue se presenta durante el tratamiento es
que puede surgir registencia rdpidamente y es funcién de la
magnitud de la poblacidén bacteriana presente en la lesién.
Esta resistencia es significativa si hay un foco de
infeccién persistente, pero no lo es tanto si la enfermedad
es minima. La adicién de un gegundo o tercer antituberculoso
retarda el comienzo de la resistencia.



4.6. La Isoniacida como el antituberculosc primario: ILa
isoniacida es un quimioterapéutico de accidn bactericida, el
cual por ser un principio activo de primera 1linea es
considerado como el antituberculose primario, por su mayor
actividad y menor toxicidad, es el miAs potente y de accién
especifica. Usado concomitantemente con otros antibiéticos
evita gue los microorganismos patSgenos generen resistencia
(30, 31).
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5. GENERALIDADES DE LA MUESTRA
SALIVA

$.1., Constitueién: La saliva es una 8olucién acuosa
constituida por varias sustancias de alto y bajo peso
molacular, consta de dos tipos de gecrecidén: 1) Una fraccién
searosa que contiene ptialina y 2) una £raccién mucosa
encargada de le 1lubricacién. Las principales glandulas
salivales son las parStidas, submaxilares y sublinguales.

La saliva estd constituida por mucina, nitréSgeno
proteico y no proteico, glucosa, citrato, coleaterol, sodic,
potasio, calcio, fosfatos orgidnicos, cloro y otros. También
contiene iones de tiocianato, varias enzimas proteoliticas y
anticuerpos. La tabla gue 8Se muestra a continuacién
proporciona algunos de los componentes de la sgaliva mixta y
parétida, que son las fracciones de mayor utilidad en la
prediccién de 1los niveles plasmiticos de fédrmacos. ULos
electrolitos, 1las proteinas y los solutos acuoses son les
productos de secresién més importantes, independientemente
del sitio de produccién (33).

TABLA. -CARACTERESTICAS Y CONSTITUYENTES DE LA SALIVA HUMANA.

pH 6.7 (5, 6-7.6)

Densidad 1.01 - 1.02
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Disminucién del punto de congelacidén 0.34 - 0.70

Secresién en reposo, ml/min. 0.6 (0.1-1.8)
Contenido de humedad, g/dl . 0.2

Mucina, mg/dl 270 (100-600):
Nitrégeno total, mg/al .80, {40-125)"
Nitrégeno no pretdico, mg/dl ) 39 -(10-60):
Glucesa, mg/dl 20 (1228)
Citrato, mg/dl 1.0 (0,2-3)
Colesterol, mg/dl _ 8. (3-15)
Sodio, mg/dl : 40 (15-55)

Potasio, mg/dl . 55 (45-60)
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Continuacitn: SR
Calcio, mg/dl 6 (4-10)
Fosfato inorghnico, my/dl 15 (7-20)
Fosfato total, wg/dl 19

Cloro, mg/dl 60 (40-70)

La concentracidn Jde proteinas totales en 1la aaliva
depende de la secresién obtenida por el tipo de estimulo
{gquimico ¢ mecénico), el método de coleccién (directo o con
artefactos), y el método de determinacidén (Biuret, Lowry,
etc.) .

La saliva total es una mezcla de la secresién de las
gléndulas mayores y menores, mas una pequefls cantidad de
flujo crevicular gingival. Bl £luido crevicular es un
exudado que contiene alhimina en una concentracién igual a
la de plasma. Las diferentes fracciones de 1las gléndulas
salivales presentan variacicnes cualitativas y cuantitativas
de proteinas. Las secresiones sublinguales, submaxllares y
mixtas son turbias y visgcosas, con una considerable cantidad
de proteinas y sélidos suspendidos. La saliva de la pardtida
es menos wiscosa y tiene poca materia inpoluble., Si la
saliva se recolecta directamente del ductoc de Stensen, se
evita la mezcla con el resto de secresiones orales y con el
£1luido crevicular (34).

5.2. pH: El pE, el £lujo salival y el contenido de £fosfato
inorgAnico, tienen un ritmo diario que se relaciona con la
temperatura de la boca, siendo minimo en la mafiana {6 a.m.)
y un miximo en la tarde (¢ p.m.). El pH tiende a ser neutro.
La secresifn de las gldndulas submaxilares y pardtidas sin
estimular, dan valores de pH ligeramente Acidos (35).

5.3. Volumen de saliva y cambios £isioldgices: Se ha
esptablecido a menudo gque la produccidn de paliva diaria es
de 1 a 1.5 litros, pero una estimacién mds real es de 500 a
600 ml. Existen dJdiferentes valores reportados de 1la
contribucién de 1las gléndulas salivales a 1la secresidn
total. La gl&ndula submaxilar con un 71 % en estado de
resposo, la pardtida secrata 66 % con estimulacién por
comida, lags  gl&ndulas salivales mepores contribuyen
aproximadamente de 7 a 8 %. De los factores que influencian
1a secresidn de saliva ¥y que puede afectar la composicién de
1a paliva se incluyen, ademig de la ingestidén de alimento,
el ritmo circadiano, el efecto de la luz, la edad, el sexo,
la actividad fisica (33).



5.4, Métodos de obtencién de la muestra: Las gléndulas
salivales estén controladas por sefiales nerviosas
parasimpéticas de los nflicleos salivadores. Estos niicless se
encuentran en el limite del bulbo y protuberancia, y son
activados por impulsos tédctiles en la lengua u otras partes
de la boca. La mayor parte de eatimulos gustatives,
especialmente de sabor 4dcido desencadenan secreciones
abundantes, frecuentemente de 5 a 10 ml por minuto. Ciertos
estimulos tactiles, como la presencia en la boca de objetos
lisos provocan gsalivacién copiosa, mientras que objetos
&gperoa producen menos saliva. El mecanismo de sujetar entre
los maxilares un objeto tiene también un efecto similax. Los
procedimientos para la obtencidén de muestras de saliva se
pueden clasificar de manera general en dos: 1) Salivacidn
estimulada y 2) salivacién no estimulada. El1 el primer
procedimiento se utiliza alguna sustancia quimica u objeto
que desencadene una galivacidn copicsa como son: La
aplicacién de Adcido citrico al 10 % cada 30 segundos en el
dorszo de la lengua, algunos autores han utilizado 1la
aplicaciéa de s8élo una o dos gotas del mismo, otros
administran wuna solucidn de &cido acético al 1 % aplicado
con egpenjas. Por masticacién de diversos objetos : Goma
sintética, tefléSn, papel encenrado, piedras estériles, etc.
(36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44). El uso de saliva
egtimulada puede introducir interferencias en el método
cuantitativo, ocasionadags ya sea por la sugtancia utilizada
© por la obtencién de muestras sucias debide a la
descamacidn del epitelio; ademda de que como se estimulan
otras gldndulas varia la cantidad de proteinus presentes en
cada toma de muestra. Por lo que se prefiere el usc de
muestras de saliva no egtimulada, la cual se obtiene
dejandola fluir libremente por los bordes de los labios
hacia un tubo de ensayo limpio, la cabeza debe estar en
poaicidén wvertical comn respecto al suelo. La salivacidén se
puede aumentar moviendo ritmicamente los carrillos y la
lengua.

Para la obtencién de la gsaliva sacretada por cada una
de las glindulas existen métodos especificos (45).
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6. PROCEDIMIENTOS INVASIVOS Y NO INVASIVOS
RMPLEADOS EN EL SEGUIMIENTO DE NIVELES
DE PARMACOS

A)Procedimientos invasivos.

De los fluidos corporales, el suero o el plasma han
sido loa medios de emsayo para farmacod mis frecuentemente
empleados. Debido a su distribucidén a través de todos 1los
érganos y tejidos del organismo, se considera a menudo que
existe un equilibrio de los fArmacos entre estos fluidoa y
la biofase (32). Las muestras pueden obtenerse por
venipuncién. Cuando se desean muestras de volumen pequeiic es
suficiente el extraido por puncién de las yewas de los
dedos. Cuando se desea obtener un gran niumerc de muestras,
durante un intervalc de dosificacién en particular, con el
fin de aumentar 1la exactitud y optimizar el perfil de
concentracidén para su aplicacidn clipica, se tiene muchos
problemas de tipo prictico y &tico con esta técnica. Con
pacientes externos o ambulantes, el muestreo esta
regtringido a una o dos tomas por sesidén., Es necesario que
se realice bajo una supervicién cuildadosa, asgi como contar
con condiciones experimentales adecuadas. En nifos se pueden
obtener muestras entre 0.3 y 1 ml de sangre ya sea de los
talones, las manos o @l cuero cabelludo (32). Este
procedimiento estd asociado, como sSe observa, con algin
grado de riesgo fisico ya sea durante la venipuncidén o
colocacién del catéter, 1lo cual puede dar lugar a la
formacién de hematomas, infeccidn, deolor Yy, en algunas
ocasiones a un sindrome interdseo interior, Aungue algunasg
personas consideran que el dolor es trivial, muchos sujetos
ne desean participar en estudios por el hecho de tomar las
muestras por procedimientos invasivos.

Graham, describid alguna evidencia de "trauma
paicolégico™, en un estudio realizado con 414 donadores de
sangre, donde aproximadamente el 15.2 % de los sujetos
experimento desmayos © alguna sensacidn de éste. Algunos
sufrian reacciones vasovagales al tratar de colocarles los
catéteres, con lo cual no se permitia la extraccidén de ia
muestra y se tenian que excluir del eatudio (43).

B)Procedimientos no invasivos.

Saliva, orina, sudor y lAgrimas son otros fluidos que
pueden muestrearse, de loa cuales s6lo orina y saliva se
emplean en forma rutinaria.

La saliva es particularmente Gtil para el seguimiento
de firmacos en pacientes sometidos a terapia crdénica y sobre
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todo en los eaestudiocs de farmacocinética en la poblacién
pedifitrica debido a la necesidad de muestras miltiples
seriadas, resolviéndose con este procedimiente problemas
tanto de tipo pr&ctico como tico. Se cuenta, ademfs, con la
ventaja de que au reacoleccidn puede realizarse con personal
no adiestrado, en los tiempo marcados em los protoccelog y
con la comadidad de hacerlo incluso en la casa del paciente.

6.1. Concentracién de f&rmacos en saliva.

8e ha informado de concentraciones proporcionales de
férmacos en saliva y plasma, ya sean eptas (ltimas totales,
como ea el caso de los salicilatos, digoxima, o libres como
en la difenmilhidantoina e isoniacida (15, 42, 43, 46).

La mayor parte de investigaciones se han realizado
midiendoe la conceatracidén tetal de farmaco en plasma. Esto
se respalda por el hecho de gque ern muchag altuaciones
terap&uticas, las concentraciones de fArmaco libre son un
porcentaje constante del teotal, Pero cuando existen
condiciones patoldgicas que provocan ya sea hipoalbuminemia,
cambios en la capacidad enlazante de la albtimina como en la
yremia o un desplazamiento de farmacos de laa proteinas
plasmiticas por tratamiento concomitante, la fraccidém libre
puede aumentar, por lo que la concentracidn plasmitica total
deja de aer representativa de la axiastente en loy gitios de
accidén, asocidndose con teoxicidad que puede ser muy grave.
En tales situaciones puede ser preferible basar 1las
decisiones terapéuticas en las concentraciones séricas de
f&rmaco libre.

El usc alternativo de concentraciones de farmaco en
saliva o liquido cerebroespinal es 1ldgico, ya que estos
fluidas representan *ultrafiltrados naturales"™ del plasma,
equivalentes a los obtenidos por técnicas jin vitre como 1la
ultrafiltracidn, didligis al equilibrio, etc., las cuales
gon muy costosas y consumen mucho tiempo.

El entendimiento de la gecrecidn de £&rmacos en 1la
aaliva permite analizar sus alcances y limitaciomes dentro
del gseguimiento de firmacos (80).

6.2. Factores que afectan ila relacidn de 1z
concentracidn de fArmacos (saliva/plasma).

Como ya sSe ha mencionada, la presencia de varios
férmacos en saliva se ha establecido en la préictica clinica
después de una dosis terapdutica normal. La relacidn entre
la coucentracién de un fArmacec en saliva y plasma depende
del tamafio molecular, la solubilidad en lipidos, el grado de

R
s
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enlazamiento a Dproteinas plagmiticas, la ionizacién
depandients del pH de ambos fluidos y el flujo salival (47).

Aunque log principios que determipan la distribucidn de
los f&rmacos a través de las membranas empleando diferente
PHE es muy conocido, la importancia de su estudio sigue
vigente (48).

Kiliman y ad. (49), empleandeo series homSlogas de
sulfonamidas, asi como Matin y ad. (50), con tolbutamida,
mostraron que el cociente concentracién de farmaco
(saliva/plasma), estd& de acuerdo con el predicho por 1la
férmula:

R=l + 1 Hs-pKa x £
1 + 10 (pHp-pKa) x fs

donde R = cociente de la concentracidén del farmaco
(saliva/plasma) .
pHa = pH de la saliva
pHp = pH del plasma
pKa = pRKa del farmaco
fp = fraccidén libre del f£armaco en plasma
£3 = fraccién libre del fdrmaco en saliva,

Empleando este principio para una seleccidn de farmacos
&cidos y b&Asicos, Mucklow y ad. demuestra una prediccidn
confiable de las concentraciones plasmaticas a partir de las
salivales para aquellos compuestos gque no estén icnizados al
pH plasmitico (fernilhidantoina, fenobarbital y antipirina),
pero no confiable en el caso de fdrmacos que se icnizan como
la clorpropamida, 1la tolbutamida, el propanolol y 1la
meperidina (38).

Una caracteriptica egencial para el uso de saliva en el
seguimiento de fArmacos es gque su concentracién debe ser
independiente del flujo salival. Debido a modificaciones en
la velocidad de flujo salival, se puade alterar el pH de la
saliva, provocando una gran variabilidad inter e imntrasujeto
de la concentracién de los férmacos en este fluido, sobxe
todo de compuestos ionizables (51).

Para farmacos &cidos o bdsicos muy débiles no es
importante este factor ya que su comportamiento es similar a
leos neutros, pero si lo ea para aquellos ceon caracteristicas
dcidas (con un pKa menor de 7), o bédsicas (con un pKa mayor
de 5.5). Cuando se aumenta deliberadamente la velocidad de
flujo salival y como consecuencia el pH, en un estudio se
desmostrd que para los farmacos come la meperidina y 1la
tolbutamida que se jionizan a pH fisioldgico, la relacién de
concentracidn de farmaco saliva/plasma gse modifica,
disminuyendo en el primer caso y aumentando en el segundo.
por un factor de dos (38).
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6.3. Precaucién en la interpretacién de los nivelas
salivales dea f&rmacos. :

Se ha descrito retencién de antipirina en la mucosa
bucal después de su administracién; para evitarla es
necesario que el paciente se enjuague la boca entre cada
toma de muestra. Si se descuida este aspecto la relacién de
firmaco en saliva y plasma sdlo es proporcional transcurride
un determinado tiempo postadministracidén (51).

Para decidir sobre cudl £raccién emplear, debe
considerarse 1la presencia de proteinas en el fluido.
Anavekar (34), en un estudio de difenilhidantofna, al
comparar las concentracicnes obtemidas antes y después de
centrifugar la saliva total, demostrd que la concentracién
del farmaco en el sobrenadante era baja debido al enlace de
éste al sedimento mucoide (constituido de grandes cantidades
de mucoproteinas, células bacterianas y desechoz de cé&lulas
epiteliales) ; ademis, cuando se compararon las
concentraciones de fdrmaco tomadas de lag diversas
gldndulag, con respecto a la ocbtenida por ultrafiltracién
del suero, los valores mas prdéximos fueron l1los de las
pardtidas.

Es necesario investigar la naturaleza del enlace de los
g8xmacos a las proteinas salivales, el £luido crevicular y
la influencia que las enfermedades bucales pueden tener
sobre la composicién de este fluido.

Por otro lado, los intervalos terapéuticos establecidos
cuando Se emplea plasma total, pueden diferir en el caso de
saliva. Para lz carbamacepina 3ge informa un intervalo
tarapéutico en plasgma de 4 a 12 mcg/ml y en saliva de 1.1 a
3.2 mcg/ml, como fdrmaco libre (52).

En muchas ocasiones, aunque los farmacos no se ionizen
al pH fisiolégico, no se obtiene correlacidén de loa niveles
de fArmacos en saliva y plasma, sBobre todo en terapia
miltiple, Lowne y Dixon (53), observaron que al aumentax la
dosis de prednisolona, aumentaba el volumen de distribucidén
y disminuia 1la depuracién, posiblemente debido a 1la
saturacién de las proteinas plasamiticas y la comnsecuente
elevacidén de la fraccién 1libre; sin embargo, no pudieron
explicar el por qué del aumento del tiempoc de vida media,
con la dosis, lo cual puede ser indicativo de la saturacidn
de alglin mecanismo de transporte activo que media entre las
gléndulas salivales y la irrigacién sangufnea local.

Van Der Graaff y ad. (41), debido al interés de emplear
al hexobarbital como un marcador metabdlico, demostraron que
ia depuracién plasmitica, no puede determinarse sdélo con
datos salivales. lLa xazén es la discrepancia entre los
porcentajes de farmaco enlazado calculados a partir del
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cociente de concentracifn saliva/plasma y didlisis al
equilibrio, con lo que la relacién de dreas (ABC) de estos
£luidos es inaceptable, ain a pesar da que el valor de
tiempo de vida media es consistente en ambos fluidos.

Schroder Y ad. (37, describen al uso de
concentraciones de metotrexato en saliva para su
seguimiento. El metotrexato es un fArmaco que se emplea en
el tratamiento de leucemia linfobl&stica aguda, ae
admjnistra por infusién intravenosa durante 24 hrs y
usualmente a una dosis de 0.5 a 1 g. Bl seguimlento es
necesaric ya que las concentraciones permitidas en suero
deben ser menores de 10 namol para evitar sintomas de
toxicidad, entre ellos la supresidn de la médula osea, por
lo que el uso de los niveles salivales de fAarmacos es
deseable. Sin embargo, no Se encontro ninguna correlacidn
estable para las concentraciones de farmaco en saliva y
sangre, observdndose un aumento significativo del valor de
esta relacidén con el tiempo de infusidn (20 y 44 hrs). Una
pogible explicacién, nuevamente, es su ilonizacién al pH
£isioldégico, ya que se trata de un Acido dicarboxilico débil
Y su eliminacién depende del pld de 1la saliva. No se
invastigd el enlace a albimina. El intervalo informado va de
46 a 95 %, repregsentando otra posible fuente de
variabilidad.

Para el manejo terapéutico del paciente, no s8lo es
neceario la determinacifn de las concentraciones
plasmAticas, obedeciendo un protocoloc de muestreo diseiiado
para conseguir méxima informacién, s8ino que ademis es
importante la interpretacidén de los datos de farmacocinédtica
clinica citados en la literatura y de leos obtenidos del
paciente en el laboratorio, bajo una visién integral da la
fisiopatologia, 1la farmacologia ¥ toxicologia propias del
farmaco, asi como la identificacién de las sustancias que
pueden interferir en el efecto terapéutico y en el
procedimiento analitico.
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7. GENERALIDADES DE VALIDAcién (59. 60, 61, 62)

7.1. Definicidn:

La validacidén de un método analitico puede definirse
como el proceso por el cual queda establecido, por medio de
estudios de laboratorio, que la capacidad del método
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas. La capacidad se expresa en términos de parametros
analiticos que proporcionan una medida del comportamiento
del método, Yy comprende una serie de pruebas sistemaAticas,
lag cuales permiten establecer estos parimetros de manera
clara y objetiva. Por lo que el proceso de validacidén de un
método particular estd basado en principios cientificos
adecuados y ha sido optimizado para propdsitos practicos de
medicién. La evaluacidn de estos pardmetros permite conocer
la confiabilidad del método analitico para ser usado.

El procego de validacién ea en asi una parte integral
del desarrollo de cualquier método analitico, donde se
prueba la efectividad del mismo.

7.2. Necesgidad de la validacidn:

Uno de los principales objetivos de la industria
farmacéutica, alimenticia y quimica actual es asegurar el
control de calidad tanto de la materia prima como del
producto en proceso y terminado. Por esc es de interés la
validacidn de métodos analiticos debido al incremento de
nuevos productos que requieren de métcdos de analisis
apropiados. Es por esto que la validacidén retrospectiva y
prospectiva ha tomado gran importancia en estas &reas.

En la industria farmacéutica la validacién de métodos
analiticos es parte fundamental del desarrolic de una nueva
formulacidén y de la técnica de anflisis del contzrol de
calidad de una forma farmacéutica.

La validacidén de los métodos analiticos es también de
particular importancia en 1la investigacién clinica. Los
estudios biofarmacéuticos 5] farmacocinéticos de los
medicamentos requieren del desarrollo y validacién de
métodos analiticos efectivos, ya que estos son una de las
principales fuentes de variacidén que no ha permitido poner
en claro la utilidad del monitoreo de £armacos en muchog
c¢asos. En la actualidad se ha progresado mucho en esta &rea
con la introduccién de conceptos tan importantes como la
validacidn, con la cual la informacién empieza a uniformarse
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permitiendo la comparacién de datos en aexperimentacidn
clinica.

7.3. Linealidad:

La linealidad de un sistema c© métodc analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o mediante una
transformacidn matemitica, son directamente proporcionales a
la concentracién de la sustancia dentro de un intervalo
determinado de concentraciones. Es decir, mide el grado en
que la respuesta del método se aproxima a una funcidén lineal
del tipo y=mx + b al trabajar a diferentes concentraciones.

7.3.1, Linealidad del sistema:

! La relacidén entre la cantidad de principio activo
adicionada y 1la respuesta obtenida debe dar una funcién
lipeal.

Se determina mediante la construccién de una curva de
calibracién ( concentracidn vs respuesta ) utilizando por lo
menos cinco concentraciones, cubriendo um dintervalo de
interés, preparadas por dilucién a partir de la misma
solucidén patrdén, haciendo el andlisis por triplicado para
cada concentracién. Registrando y tabulando la respuesta
para cada ensayo. Realizando la curva dos dias diferentes .

Célculos: Pendiente {m).
Intercepto (b).
Coeficiente de determinacidn (r?).
Coeficiente de regresidn (r).

Criterio: r2> 0.98
r > 0.99

7.3.2. Linealidad del método:

La relacién entre cantidades adicionadas y cantidades
recuperadas de principio activo empleando el método
analitico propuesto debe ser lineal.

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos cinco concentraciones diferentes, cubriendo un
intervalo de interés, cada uno preparado de forma
independiente, haciendo el andlisis por triplicado para cada
concentracién. Realizar la curva dos dias diferentes.
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Cé&lculos: Trazar una gréfica de cantidad adicionada contra
cantidad recuperada.
Pendiente (m).
Intexcepto.
Brror esténdar de regresidn.
Coeficiente de determinacién.
Coeficiente de regresidn.

Critexio: x? > 0.98
r > 0.99

7.4. Preciaidn:

La precisién de un método analitico es el grado de
concordancia de un conjunto de valores experimentales
respecto al valor promedio. Se clasifica en repetibilidad y
reproducibilidad. Se determina analizando al menos seis
muestzras de una concentracidn (generalmente la
concentracidén considerada como el 100 %) en tres diferentes
dfas. Se registra y se calcula la respuesta obtenida en
porciento de la cantidad recuperada.

C&lculos; Calcularx la media.
Calcular la desviacién estandar.
Calcular el coeficiente de variacidn (e.v.).

Criterio: El e¢.v. en % debe de ser de acuerdo a el método:
~-Cramatografico
-Quimico y
Espectrofotcométrico 3%
~Microbiolégico 5%
-Fluidos biolégicos 10 %

7.4.1. Exactitud:

Es la precisién de un método analitico expresada como

la concordancia obtenida entre determinaciones
independientes con respecto a un valor real, bajo las mismas
condiciones (analista, equipo, tiempo, etc.). Se determina

analizando al menos seis muestras para una concentracién (al
100 %}, un analista, en un mismo dia.

Calculos y Criterio: Los mismos que para precisiém.

7.5. Limite de deteccidn:

Es la minima concentracién de principio activo que
puede dar una respuesta atribuible a é&l, pero no
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cvantificada, bajo comdiclones normales de operacisn. La
respuesta debe estar dos veces por encima del nivel del
ruido del sistema. Se determina mediante dilucicnes seriadas
de la sustancia patrén de referencia, hasta obtener una
respuesta de dos veces por encima del nivel de ruido del
gistema.

Cédlculos: Se determina por medic de un modelo estadistico.
Criterio: La seiial obtenida debe ser dos veces mayor que el
ruido del sistema.

7.6. Limite de cuantificacién:

Es la minima concentracidn de principio active que
puede ser determinada con precigsién y exactitud aceptables,
bajo condiciones normales de operacién. Se dstermina
apalizando muestras de concentracidn conocida Y
establaciends el nivel minimo de detecclén con exactitud y
precigidn,

CAlculos: Se determina por medio de un modelo estadistico.

Criterio: El mismo que para precisidn.
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8, FOUND; DEL TEMA
EXPOSICI DEL PROBLEMA

Es bien conccida 1la dependencia gendética de 1la
acetilacidSn de principios activog en el organismo humano. En
la acetilacida de la isoniacida el caricter acerilador se
txasmite por medio de un gene simple autosémico hereditario,
lo cual produce trea subpoblaciones repregentativas: Los
homocigdtos répidos, heteracigdtos rapidos y homocigdtos
lentos. Pere como la segqunda forma es dificilmente
detectable la poblacidn se divide generalmente en
acetiladores répidos (que prasentan un nivel sanguineo de
0.5 a 2.5 mcg/ml seis horas después de una dosis de 10 mg de
isoniacida/Kg de peso)l y en acetiladores lentos {(en los que
el nivel es de 3 a 6 mcg/ml con la misma dosig), segin la
velocidad de inactivacién de la isoniacida en el organismo,
la cual depende de la enzima transacetilasa sintetaza (1,
13, 15, 19, S8, 5%, &60).

El carfcter de acetilador lento npe trasmite como
autoadmico recesivo, y aungue las proporciones entre estos
des fenotilpogd varia extensamente en las diferentes partes
del mundo {19, 58), en promedio la proporcidn es de un 50 %
entre la poblacidén (60). Se ha encontrado en estudios
recientes que el grado de mala nutricidn, sobre todo en
nifios, disminuye Ia capacidad acetiladora (58). Esta

caracteristica problablemente afecta la respuesta
terapéutica,
La determinacién del fenotipo acetilador e8

clinicamente impoxtante por &res razonea: 1} Por gue el
grado de susceptibilidad a 1la hepitotoxicidad de 1la
igoniacida es mayor en los acetiladores lentgas, aunado a el
grado de malnutricidén; 2} el establecimiento de un régimen
efectivo depende del tiempo de vida media de la INH en el
individuo, el cual estd determinado por el tipo acetilador,

3) para el establecimiento de una dosis OSptima en la
terapia de nifios malnutridos. Otras razones son la evidencia
del daeamarrollo de pelagra en algunos pacientes y el aumento
en el rieago de desarrollo de lupus eritematoso inducido por
el fArmaco en acetiladores lentos,
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Para lograr la determinacién del fenotipo acetilador
se necesita del desarrollo de métodos analiticos para 1a
cuantificacién de igoniacida en £fluidos bioldgicos, 1los
cuales se caractericen por su sensibilidad, sencillez, bajo
costo Yy confiabilidad, para ser .empleados con fines
terapéuticos en la diferenciacién entre estos dos fenotipos
en la poblacidn afectada; factibles de realizarse en
laboratorios con reactives y equipo de uso comin como son
los de los hospitales de atencién primaria y centros de
investigacién. Los métodos que reunen estas caracteristicas
son los espectrofotométricos, dado que actualmente un
espectrofotdémetro forma parte del equipo fundamental de
cualgquier laboratoric.

La confiablidad de estos métodos debe ser probada
gometiendolos a un proeceso de validacidn, con el cual se
relina un conjunto de datos suficientes que permitan
demostrar con una coofianza razonable que el método
estudiado realiza y realizard aquello que tiene como £in,
por medio de una evidencia documentada, comprobande gque el
proceso se desarrollarf tal como fué previsto.

Se han implementado métodos espectrofotométricos para
la daterminacién de isoniacida en suero y orina. Sin
embargo, los métodos desarrollados para la cuantificacidn de
este principio activo en muestras de saliva noe poseen las
caracteristicas antes citadas (15, 23). El1 principal
objetive del presente trabajo de tesis es desarrollar y
validar un método espectrofotométrico que permita la
cuantificacién de los niveles de igoniacida en saliva de
manera confiable, sencilla y de bajo costo. Este permitiré r
utilizar una técnica no invasiva en la toma de muestra,
siendo de particular wutilidad a nivel pedidtrico y
gerifitrico, ya que no causa traumatismo.
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PARTE EXPERIMENTAL
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ambay en lugar fresco y obscuro, con la fecha de
preparacidn.

2.S0lucifén STOCK de isoniacida, INR STK, de 1000 mecg/ml.
Pepar exactamente en balanza analitica S0 mg de iponiacida
patxén y disolver en agua desionizada pH 5.0 +/- 0.2,
Transferir a un matraz volumétrico de 50 ml y llevar al
voltGmen con szgua desionizada del misme pE. Colocar para su
conservacién en frasco de color Ambar y refrigerar a 4° C.
Eata solucidn se debe preparar para cada dia de trabajo.

3.Solucién ESTANDAR de isoniacida , INH STD, de
360 mcg/ml.Tomar de la scluciém INE STXK 9 ml con pipetas
volumétricas de 5 ¥ 4 ml y colocar en matraz volumétrico de

25 ml, llaevando al voliimen con agua degionizada pH 5.0 +/-
0.2.



9.1. ETAPA DE DESARROLLO

9.1.1. Procedimientos bisicos.

En la adaptacién del método analitico para 1la
cuantificacién de microcantidades de isoniacida descrito por
Prodromos (29) a muestras de saliva pe adoptaron dos
procedimientos blsicos (Diagrama de Flujo 1). En el primexo
la limpieza de la muestra se realiza mediante el uso de
agentes precipitantes de proteinas aplicando seguidamente el
método analitico. En el gsegundo procedimiento se extrae a la
isoniacida con golventes de mediana polaridad y con el uso
de una sal que produzca el efecto salting out reextrayendola
f£inalmente con &cido clorbidrico 0.1 N. Estos procedimientos
bésicos fueron propuestos después del andligis bibliogréfico
adecuado sobre las propiedades £fisicas y quimicas de la
isoniacida, las caracteristicas de la muestra y los métodos
Propuestos para la cuantificacién de este principio activo
mediante extracciém con solventesa. La eleccidn de uno de
ellos dependié del porcentaje de recobro de isoniacida que
Se obtuvo en la mueatra adicionada.

9.1.2. Factores que influyen em el método de eleccidn,

En la estandarizacién del método de eleccidn, que es
por extraccién con golventes, ge estudio el efecto que
ejercen pardmetros experimentales como: Velumen de agente
complejante, agente que produce el efecto salting out, tipo
de golventes, proporcién de una mezcla de solventes de
extraccedidn, etc., con el objeto de eatablecer sus valores
Sptimos.

9.1.3. Influencia del agua destilada y desionizada en el
deparrollo de la reaccién de color,

Para deterxrmipar la influencia del tipo de agua en el
desarrollo de la reaccién de color se realizaron ensayos por
trxiplicado de isoniacida tesnto en agua destilada como en
desionizada, manejando tres conceantraciones 0.8, 6.0 y 10.0
mcg/ml, {(Tabla 2}.
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9.1.4. Efecto del volumen de agente complejante (A. C.).

En la determinaciém del volumen apropiado de agente
complejante ge conastruyeron treg curvas de calibraciSn de
igsoniacida en agua desionizada de concentraciones 2, 4, 6, 8
¥ 10 mcg/ml (Tabla 3), apartir del Sistema primario de
INH/agua desionizada (Apéndice 2); a las que se les adicionéd
200, 400 y 500 mcl respectivamente de agente complejante en
el desarrollo de la reacciSn de color (Figura 1, Apéndice
1).

9.1.5. Efecto del solvente en la extraccién.

En la geleccidn del solvente adecuado para la
extracclién de isoniacida en muesatras de saliva adicionada se
probaron los siguientes: Alcohol isoamilico:éter etfilice
85:15 (A), butanol (B) (Tabla 4) y butanol:cloroformo 90:10
{E) (Tabla 8); siguiendo el procedimiento bAsico en muestras
de 6 mcg/ml de concentracién.

9.1.6. Efecto del agente que produce el efecto salting out
en la extraccidn.

En la extraccliém de 1la isoniacida con butanol se
probharcn dos combinaciones de sales para producir el efecto
salting out: Acetato de sodic 4 K mis sulfato de amenio (1
ml, 15 % p/v} ¥y 3 g de sulfato de amonio; sBiguiendo el
procedimiento bésice en muestras de saliva adicionada con
INH de concentracién 6 mcg/ml (Tablas 4 y 5).

9.1.7. Efecto del tipo y tiempo .de agitacién en la
extraccidn.

Para 1la dcterminacién del mejor tipo y tiempo de
agitacién en la xeextracciém se realizaron ensayos por
quintuplicado utilizando dos minutos de agitacidén en vortex
a 1la velocidad No. 7, y veinte minutos de agitacién
mecnica. Trabajéndo muestras de saliva adicicnada con
igoniacida de concentracién 6 mcg/ml y butanol como solvente
{Tablaa 4 y 5).



%.1.8. Efecto del pH.

Para poder determinar el efecto de la variacién en el
pH en la extraccién de isoniacida de muestras en el sistema
butanol/agua se probaron los Siguientes pHs: 1, 2, 3, 4, §,
6, 7. 8 y 9, aplicando el procedimiento bi&sico en muestras
de isoniacida en agua desionizada de coancentracidn 6 mcg/ml
ajustando el pH a cada uno de los anterlorea. Esto sge
realizé con el propésito de determinar el pH &ptimo de
extraccidén en las nmuesatras, es decir el pH en el cual se
obtiene el mayor porcentaje de recobro posible (Tabla 6,
Pigura 2). Este factor también pe determiné en el sistema
butanol:cloxcformo 60:40/saliva adicionada (6 mcg/ml de INE}
en los plis 5 a 9, realizando tres ensayos para cada valor de
pH (Tabla 11, Figura 4).

9.1,9. Engayo previo pR 7, efecto del sistema.

Con el objeto de probar el pH de extraccidn &Sptimo
determinado (pH 7) se realizaron ensayos por sextuplicado y
triplicado en tres diferentes gistemas: Butancl/saliva
adicionada mis agentes precipitantes de protefinas (D) (Tabla
7)., butanol/saliva adicionada mis sulfato de amonio {(C) ¥
butanol :cloroformo 90:10/saliva adicionada mida sulfato de
amonile (E) (Tabla 8); trakajando todos los ensaycs a una
concentracién de 6 mcg/ml. Tomando como tiempo estandar de
agitacién mecdnica en la reextraccidén 30 minutos y el
sulfato de amonioc como el agente adecuado para producir el
afecto salting out deseado.

9.1.10.Efecto de la proporcidén de solventes en la mezcla
seleccionada para la extraccidn de isoniacida en saliva,

Una vez esatablecido que la mejor mezcla de solventes
para 1la extraccidn de isonlacida en galiva eg
butanol:cloroformo 90:10 (ver Tabla 8) se determiné la
proporcién Sptima de esta mezcla de solventes de la
siguiente manera: Se prepararon las proporclones butanol
:eloroformo 100:0 a 0:100 y se realizaron ensayos por
quintuplicade para cada propoxcién en mueatras de saliva
adicionada de concentracidn 6 mcg/ml de INH, sigulendo el
procedimiento béAsico, (Tabla 9, PFigura 3).
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9.1.11.Influencia de los grados de inclinacién de la muestra
en ensayo en la xreextraccién con HCl 0.1 N por agitacidén
mecénica.

Para poder determinar los grados de ine¢linacién de 1a
myestra adecuados en la reextraccidén, se realizaron catorce
engayos de muestras de saliva adicionada ( 6 mcg/ml de INH)
manejando dos grados de inclinacifn 45°2 y 20°, Se manejaron
dos blancos en cada caso para establecer 8i exigte
diferencias en la extraceidén, leyendo contra cada uno de
ellos (Tablas 13 y 14).

9.1.12.Influencia del volumen de la mezcla de solventes
butanol:cloreformo y la cantidad de sulfato de amonic en la
extraccidén de isoniacida de la muestra.

Esta influencia se determindé mediante la aplicacidén de
cuatro diferentes tratamientogs en 1los gue se manejan
condiciones combinadas al azar ( 2 volumenes y 2 cantidades
de sulfato de amonio), para cada tratamiento se realizaron
engayos por triplicado a muestras de saliva adicionada (6
meg/ml de IRR) (Tabla 16).

9.1.13.Engayo preliminar del método desarrollado para la
cuantificacién de isoniacida en saliva,

Después de establecer los pardmetros experimentales
Sptimos para la cuantificacién de isoniacida en saliva se
procedio a realizar ensayos preliminares durante dos dias,
los cuales consistieron en la construccidén de curvas de
calibracién de placebos afiadidos de isoniacida en saliva de
concentraciones 0.6, 1.2, 2.4, 4.8, 9.6, y 14.4 mcg/ml.
Preparadag apartir del Sistema base de INH/agua desionizada
pH 5.0 +/- 0.2 (Apéndice 2) por dilucién en saliva a pH
7.5. Aplicando el método a cada concentracién por
triplicado, (Tabla 18, Figura 5).
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9.2. PROTOCOLO DE VALIDACION.

Los parfimetros a evaluar dentro del protocolo de
validacién se esquematizan en el Diagrama de Flujo 2.

9.2.1. Linealidad del sistema,

A partir del Sistema primario de INH/agua desionizada
pPE 5.0 +/- 0.2 (Apéndice 2) construir 1la Curva de
calibracidén de INH/agua desionizada a conceatraciones de
0.8, 1.6, 2.0, 3.2, 4.0, 6.0, 8.0 y 10 mcg/ml , incluyendo
la concentracién considerada como el 100 % ( 6 mcg/ml ), y
desarzollar la reaccién de color. Leer la absorbancia a 510
am ajuatando el espectrofotémetro con el blanco
correspondiente. Realizar 1la curva de calibracidén pox
triplicado en dos dias diferentes.

9.2.2, Precisién del sistema.

Determinar 1la precisidén del &mistema yrealizando el
ensayo por sextuplicado a la concentracién de 6 meg/ml
{(considerada como el 1080 % ), utilizando la misma solucidn
estéindar de la linealidad del sistema. Realizar el andlisis
an los dos dias indicados para la linealidad del sistema.

9.2.3. Linealidad del método.

Elaborar una Curva de calibracién de placebos afiadidos
de INH/Saliva a partir de la Curva de calibraciém primaria

de placebos afiadidos deINH/SALIVA (Apéndica 2) de
concentraciones 2, 4, 6, 8 y 10 mcg/ml, incluyendo 1la
concentracisn considerada como el 100 % ( 6 wmeg/ml),

aplicando el método modificado para la cuantificacidén gde
isoniacida en sgaliva, desarrollando finalmente la reaccidén
de coloxr . Leer la abeorbancia a 510 nm ajustando el aparato
con el respectivo blanco. Realizar esta curva de calibracién
por triplicado en dos dias diferentes.

9.2.4. Exactitud y Precisidén. Repetibilidad. al 60, 100 y
140 %.

Preparar a partir de la Curva de calibracién primaria
de placeboa aifladidos de INHB/SALIVA (Apéndice 2) tres
concentraciones, cada una por sextuplicado,correspondientes
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a el 60, 100 v 140 % ( 3.6, 6.0 y 8.5 meg/ml ). Aplicando al
método modificado para la cuantificaciSn de isoniacida en
saliva, desarrollando finalmente la reaccién de color y
leyendo la absorbancia a 510 nm ajustando con el blanco.
Eata prueba se realiza en dos dias diferentes.

9.2.5. Limite de cuantificacién y de deteccién.

Con el fin de determinar el limite de cuantificacidn y
de deteccién del métedo modificado para la cuantificacién de
isoniacida en saliva se elaborS una curva de calibracién de
Placebos afladidos de isoniacida en saliva cuyas
concentraciones correspondieran al 50.00, 33.33, 16.6/, 8.33
¥ 4.17 % de la concentracién considerada como el 100 % ( 6
mcg/ml) y que son : 3.00, 2.00, 1.00, 0.50 y 0.25 mcg/ml
respectivamante. Esta curva se construye a partir de 1la
diluci6én adecuada en saliva de la Curva de calibracidn de
placebos aifladidoa de INE/SALIVA (Apégdice 2). Comn 1la
aplicacidn del método modificado en cada concentracidn por
triplicado y con el desarrollc de 1la reaccién de color
leyendo 1la absorbancia a 510 nm mediante el ajuste del
aparato con el blaanco respectivo. Este andlipis se zeallzd
el migmo dia.
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10. RESULTADOS

.10.1. Etapa de desarrollo.
10.1.1. Procedimiento bésico 1.

Loa resultados obtenidos al probar diversos agentes
precipitantes de proteinas en diferentes conceantraciones y
propoerciones siguiendo el procedimiento bAsico propuesto en
muestras de saliva adicionada con isoniacida se muestran de
forma resumida en la Tabla 1.

10.1.2. Procedimiento bésico 2.

-En la determinacién de 1la influencia del agua
destilada y desionizada sobre el desarrollo del complajo
quelante colorido se midieron las absorbancias obtenidas en
cada una de las concentraciones ensayadas por triplicado,
&3tas ge muestran en la Tabla 2, donde se observa también el
promedio y el coeficiente de variacién (c. v.) para cada
valor de concentracién.

-De la misma manera en la determinacién del volumen
apropiado de agente complejante (A. C.} se muestran las
absorbancias obtenidas para los diferentes volumenes
probados en la Tabla 3 y Figura 1.

-En el establecimiente del efecto de diferentes
sistemas de solventes sobre la extraccién de iscniacida en
muestras de sSaliva adicionada, siguiendo el procedimiento
bésico 2 propuesto, se determinaron lasz absorbancias de los
aextractos acuosos las cuales 3de interpolaron en la curva
esténdar de isoniacida en agua. Los resultados obtenidos
representados en porcentaje de recobro se musatran en las
Tablas 4, 5, 7y 8 parxa cada una de las mezclas ensayadas.
Medlante estas experlencias también se establece cual de los
sistemag limpia mejor la muestra, obteniendose blancos con
menor respuesta.

-Una vez seleccionado el procedimiento bidsico 2 como el
apropiade pare los £lnes del estudio se procedié a 1la
optimizazidén del mismo mediante el estudic de sus varisbles
experimentales més importantes.

-Se 8iguid el procedimiento establecido para 1la
daterminacién de la influencia del agente responsable del
aefecto salting out en el porceantaje de recobro de isoniacida
en muestras de pgaliva adicionada en el gistema butanecl,



sometiende lasg nueatras a dos condiciones experimentales
diferentes: De tipo y tiempo de agitacién en 1la
reextraccién, ge obtuvieron las absorbancias de los
extractos acuosos y se interpolaron en la curva estindar de
isoniacida en agua expresando los resultados en porcentaje
recuperado en las Tablas 4 ¥y 5. En estas tablas se observan
también 1los resultados obtenidos en el estudio de 1la
influencia del tipo y tiempo de agitacién en la reextraccidn
reflejada en el porcentaje recuperado.

-Después de determinar el sistema de solventes, el
agente responsable del efecto salting out y el tipo y tiempo
de agitacidén en la reextraccién mAs adecuados se prosiguid
con el estudio del efecto del pH scobre el porcentaje de
recobro de isoniacida a partir de soluciones acuocsas, en el
cual se obtuvieron los resultados presentados en la Tabla 6
y Pigura 2.

-De acuerdo a el procedimiento propuasto para el
estudic del efecto de la proporcién de la mezcla de
gsolventes butanol:cloroformo peleccionada para la axtraccidn
de isoniacida en muestras de saliva adicionada se obtuvieron
las absgorbancias de 1lops extractos acuosos para cada
proporcidn ensayada, y se interpolaron en la curva estédndar
de iponiacida en agua; estos resultados se presentan en
porcentaje de recobro en la Tabla 9 y Figura 3.

-Ona vez determinada la proporcién Gptima de la mezcla
butanol:cloroforma (60:40) se determind la influencia del pH
de extxaccién en el porcentaje de recobro de isoniacida en
saliva adicionada para esta mezcla, los resultados obtenidoes
de acuerdo con el procedimientc propuesto spe muestran en la
Tabla 11 ¢y Figura 4.

-En la determinacién de la influencia de los grados de
inclinacién de la muestra en ensayo (45° y 209 en 1a
reextraccidn con HCl1l 0.1 N por agitacién mecdnica segin el
procedimiento propuesto, se obtuvieron las absorbancias
contra agua y contra los blancos trabajadoa (1 y 2), estas
lecturas se muestran en las Tablas 13 y 14.

-Igualmente, después de seguir el procedimiento
propuesto para la determinacién de la influencia del volumen
de la mezcla de solventes seleccionada y la cantidad en
gramos del agente regponsable del efecto salting out
gseleccionado en 1la extraccién de isoniacida en saliva
adicionada ge registraron las absorbancias obtenidas contra
agqua Yy contra el blanco respectivo en cada tratamiento,
egtos datos se muestran en la Tabla 16.

-Las condiciones finales determinadas c¢omo éptimas para
el método propuesto en la cuantificacién de iponiacida en
muestras de saliva adicionada se muestran en el Diagrama de
flujo 3.
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-Los resultados del ensayo prelimipnar propuesto del
método adaptade ge muestran en la Tabla 18 y Pigura 5.

10.2. Etapa de validacidn.

Los parémetros que incluye la validacién del método
analitico adaptadc para la cuantificacidén de isoniacida en
muestras de saliva adicionada, 1linealidad, exactitud,
precigién, repetibilidad, reproducibilidad entre individuos,
limite de deteccidn y de cuantificacidn, fueron determinados
segin el protocolo propuesto de acuerdo a un digeilo
factorial totalmente al azar y presentados en las Tablas y
Figuras correspondientes.

De la misma forma, se trazd un gréfico de la cantidad
recuperada en funcién de la cantidad afiadida de isoniacida
en mcg/ml para determinar el porcentaje de recobro del
método analitico adaptado en el intervalc de coucentraciones
de 2 a 10 mcg/ml de isoniacida adicionada a saliva (Tabla 29
y Figura 8).
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TABLA 1. AGENTES PRECIPITANTES DE PROTEINAS PROBADGS (A. . P.).

42

POSITIVA MUY
POBRE

AP.P. CONCENTRACION | PROPORCIGN OBSERVACIONES __} RESULTADOS
ACI00 15 % PV 1:2 -AUMENTO PORCENTAJE DE
TRICLORD 1:3 EN LA RECOBRO APROX.
ACETICO VISCOSI0AD 55%.
10 % P/V 1:2 -EL BLANCO
115 REACCIONA CON | LECTURA DE
EL A.C. BLAKCO
DISPARADA,
ACIO0 6% PN 115 -NO SE OBSERVA ] RESULTADD
PERCLOR1CO DESARRQLLO DE | NEGATIVO.
REACCION DE
COLGR
ACiog 53 PV 1:15 ~1DEM. 10EH.
FOSFORICO
SULFATO DE SATURADD 1:2 -EL BLANCO DA | LECTURA DEL
ANON10 REACCION BLANCO MAYOR A
POSITIVA 2,
-EN AGUA MO
SE ANULA EL PORCENTAJE
DE RECCERO NO
SE_PUEDE
DETERMINAR.
SULFATQ DE ZINC § COMBINADAS FORMACION DE | RESLLTADD
€ HIDRAXIDO OE PRECIPITADD NEGATIVO
BARIO 0XPVY 0.6 |1:2 SEMIDURO BUANCO | REACCION
d EN MUESTRA Y | POSITIVA AL
AGUA AZRR.
108 P/V Y
0.00006 N -CON ACIDD
CLORHIORICO
ST P/VYO3IN FORMA
PRECIPITADD
5EPVYD.IN
1:1 ESPONJOSO
-NO SE_PRESENTA
DESARROLLO_OE
COLOR, SOLO AL
SULFATO OE 5T PN Y 0.3N (0.85m -EL BLANCO NO | REACCIGN
, m INTERF LERE POSITIVA
HIDROX10O: OE oLp HUESTRA DR | POGRE.
BARI0 EACCION
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SULFATO DE SOLUCTONES CANTIDADES -EL_BLANCO NO PORCENTAJE DE
INC E VALORADAS EQUIVALENTES INTERFIERE RECOBRO APROX.
HIDROX100 DE -LA MUESTRA DA | 50%. ANULACIGH
BARIO REACCION DE LA REACCION
POSITIVA POBRE 1 AL AZAR.
-EN OCASlgNES
LA REACCION SE
AHULA
HIDRGX 100 OE 0.2 N 1:2 -EL_BLANCO INTERFERZNCIA
©AR1D INTERFIERE DEL BLANCO
: POSITIVA, £ &
DE RECGBRO NO
SE_PUEGE
DETERMINAR,
SULFATQ DE ZINC ! 10 % P/v ¥ 1.2 =SE ANULA LA RESULTACY
SN REACCION NEGATIVO.

£ HIDROX10D DE
S0DI0
Suet
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TABLA 2. Influencia del agua destilada y
desionizada en el desarrxollo de
la reaccidn de color.

TIPO DE CONCENTRACION ABSORBANCIA X - 'S
AGUA meg/ml A 510 nm promedis, %
1 2 3 [
0.8 0.149 0.149 0.149 . 0.149 - . 0.00
Desionizada’ 6.0 1.015.1.012 1.018° -1.015 - -0:30%"

10,0 1.454 1.483 1.499  1.479 0 1,54

0.8 0.010 0,013 0.011 . 0,011 " 13:487"

Destilada 6.0 0.675 0.691 0.702 0.689 1,97 ¢ o

10.0 1.321 1.328 1.340 1.330° . 0.727

TABLA 3. Efecto del volumen de agente complejante, . -

CONCENTRACION = VOLUMEN DE AGENTE COMPLEJANTE
meg/ml = 0.2ml 0.4ml 0.5ml
2 o 0.348 0.361 0.352
4. 0.665 0.688 0.697
6 o 0.795 1.000 1.030
8- 0.787 1.292 1.301
10 . 0.805 1.507 1.589

m=0.07817  m=0.15200 m=0.15390

=0.17581 b=0.04800 =0.07040

r“w0.79790 r“=0.99420 “=0.99730



EFECTO DEL VOLUMEN DE AGENTE COMPLEJANTE‘
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TABLA 4. Datos del porcentaje de recobro de
isoniacida obtenidos en los siatemas de
solventes A, B Y C.

NIMERO DE ENSAYO PORCENTAJE DE RECOBRO (%)

SISTEMA A SISTEMA B SISTEMA C

1 68.63 34.06 53.07
2 37.28 45.80 66.96
3 44.99 31.73 66.96 - &
4 35,77 26.97 . 62.01
LY 42.05 24.65 58.02
MEDIA 45.74 32.64 61.40

Sistema A: Alcohol isocamilico:éter 85:15/saliva
adicionada (6 meg/ml de INH) con 1 ml de sulfato de amonio
al 15 % p/v ¥y 3 g del mismo. Sistema B: Butanol/saliva
adicionada (6 mcg/ml de INH) con 1 ml de acetato de sodio 4
M y 3 g de sulfato de amonio. Siptema C: Butanol/saliva
adicionada (6 mcg/ml de INE) comn 3 g de sulfato de amonio.
Condiciones experimentales: 10 segundos de agitacién en
vortex en la extraccién y en la reextraccidn.



TABLA 5. Datos del porcentaje de reccbro de
' isoniacida obtenidos en loa sistemas de
solventes B y C.

NUMERO DE ENSAYO  PORCENTAJE DE RECOBRC (%)

SISTEMA B SISTEMA C
‘1 72.60 64.03
T2 35.82 70.74
3 57.77 56.67
14 54.20 69.57
5 46.80 68.12
MEDIA 53.44 67.83

Condiciones experimentales: 10 segundos de agitacién en
vortex en la extracciém y 20 minutos de agitacidn mecénica
en la reextraccién.
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TABLA ‘6. Influencia del pH sobre el porcentaje de

recobro de iasoniacida en el sistema
butanol/agua .
PH ABSORBANCIA PORCENTRJE DE
A 510 nm RECOBRO (%)
[ES 0.044 3.60
2 0.270 22.20
13 0.927 72.65
IER 1.008 78.66
‘i's . 0.998 .. .81.90.
6 1.037 85.00
T 1.162 95.10
w18 0.99%1 81.10
B 1.025 83.66

. Condiciones experimentales: 2 minutos de agitacidén en
vortex en la extraccién, centrifugaciém a 2000 rpm durante
17 minutos y 30 minutos de agitacién mecdnica en 1la
reextraccién. Concentracién de trabdjo 6 mcg/ml de INH.
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FIGURA No 2
INFLUENCIA DEL pH SOBRE EL % DE RECOBRO
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TABLA 7. Datos del porcentaje de recobro de
isoniacida obtenidos en el sistema de
solventes D.

NOMERC DE ENSAYO PORCENTAJE DE

RECOBRO (%)

59.25

62.87

57.44

62.44

55.50

mln] W] N

45.20
MEDIA 57.12

Siptema D: Butancl/saliva adicionada (6 mcg/ml de INH)
con agentes precipitantes sulfato de zinc 10 % p/v e
hidréxido de sodio 5 N proporciém 1:2. Condiciones
experimentales: 2 mnminutos de agitacién en vortex en la
extrxaccidn, centrifugacidén a 2000 rpm Aurante 17 minutos, 30
minutos de agitacién meclnica en la reextraccién y pHR de
extraccién de 7.

TABLA 8. Datos del porcectaje de xrecobro de
isoniacida obtenidos en los sistemas de
solventes C Y E.

NOMERO DE ENSAYO PORCENTAJE DE RECOBRO (%)
SISTEMA C SISTEMA E

1 70.26 75.39
73.76 73.89

3 75.91 72.39

MEDIX ' . 73.71 73,89"

E: Butanolicloroformo 90:10. con '3
mnonio. Condiciones experimentales ibit. .
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TABLA 9. Datos del porcentaje de isoniacida recuperada en
muestras de sgaliva adicionada (6 mcg/ml de INH)
con respecto a la proporcién de la mezcla de
solventes butanol:clorofiorme.

% DE MEZCLA PORCENTAJE DE RECOBRO
BUTANOL : CLOROFORMO 1 2 3 4 5

100: 00 60.40 60.40 63.09 56.11 62.82

90: 10 70.17 70.17 75.17 713.06 70.90

60: 40 73.52 73.33 77.50 74.44 75.83

50: 50 72.67 76.67 77.47 78.13 78.13

40: 60 77.17 81.82 77.16 76.62 72.64

30: 70 73.90 82.88 85.56 72.60 79,30

00:100 26.32 29.88 10.83 21.07 26.76

Condiciones experimentales: ibit, volumen de la mezcla
de solventea 10 ml.

TABLA 10. Datos estadisticos para la evaluacién de la
proporcién de la mezcla butanol:clorcformo mis

adecuada.
% DE MEZCLA % DE RECOBRO DESVIACION
BUTANOL : CLOROFORMO MEDIA EST‘N’DAR
100: 00 60.56 2.800095
90: 10 71.89 2.180832
60: 40 74.92 1.746634%%
50: 50 © 76,61 2.285143
40: 60 v '77.08, ' 3.256044 -
30770 . T8, 88 T S, 590896 ¢ [
0052007 . e 07221970070 10 7.488730
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FIGURA No 3
INFLUENCIA DEL % DE LA MEZCLA
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TABLA 10. Influencia del pH sobre el porcentaje de recobzo . -

de igoniacida en el siastema butarol: cloroformo
60:40/saliva adicionada (6 mcg/ml de INH). :

PH " ABSORBANCIA A 510 nm PORCENTAJE DE RECOBRO
1 2 3 1 2 3

5.0 0.467 0.491 0.461 65.93 €9.34 65.08"
6.0 0.450 0.530 0.510 61.93 72.94 70.18
7.0 0.575 0.585 0.560 79.68 81.06 77.60
7.5 0.608 0.568 0.590 82.53 77.11 80.09
8.0 0.570 0.570 0.610 78.58 78.98 84.53
9.0 0.500 0.505 0.495 70.59 71.29 69.88

TABLA 12. Datos egtadisticos para 1la evaluacién del pH

de extraccidn 6ptimo en el sistema butanol
icloroformo 60:40/saliva adicionada (6 mcg/ml de
INH).

pH MEDIA DESVIACION COEFICIENIE DE
% DE RECOBRO  ESTANDAR VARIACION (c.v.)

5.0 66.78 2,254558 3.,3759

6.0 68.35 5.728586 8.3813

7.0 79.45 1.741762 2.1924

7.5 79.91 2.714480 3,3969%«
8.0 80,83 3,204294 . '3.9642

9.0 %+ 70.59.. . 0.705006 2 .0.9988°
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FIGURA No 4
INFLUENCIA CEL pH SOBRE EL % DE RECOBRO
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TABLA 13, Influencia de loa grados da inclinacisn de la
muestra en engsayo, en la reextraccisn con BCL
0.1 N por agitacién mec&nica.

NMERO (mog/ml) ABSORBANCIA A 510 nm

PE

ENSAYO - v AGUA vs BCQ 1 .ve BCO 2

1 © BCO 1 0.250  --v-- 0.045.
2 B i 07480 0,480 - 605300 L
3 S 170,540 0 0,578 0
4 0,595
By "0.595. 7
6 01620

7 ~ 6.570.

8 0.580

9 0.550

10 0,850 0.620 0.650

11 6 7/.0.760 . 0.530 | 0.570
12750 8 0.765  0.520 - - 0.560:.
13 6 0.785  0.550 0.580

14 gt 0.800 0.560 0.600

as 6 0.750  0.510 0.540

s BCO 2 0.215  memem weee-

Condiciones experimentales: 2 wmioutos de agitaciém en
vortex en la extraccidn, ceatrifugacién a 2000 zpm durante
17 minutos, 30 minutos de agitacidn mecknica en la
reextraccisén, pH de la muestra (zaliva adicionada con INH 6
meg/ml) dgual a 7.5, volumen de la mezcla de solventes
butanol:cloroformo 60:40 10 mi. Con 45° de inclinacién.
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TABLA 14. Influencia de 1los grados de inclinacién de la
la muestra en ensayo, en la reextraccién con HC1l
0.1 N por agitacién mecinica.

KOMERO  (mcg/ml) ABSCREANCIA A 510 am

DE

ENSAYO va AGUA vs BCO 1 vs BCO 2

1 BCO 1 0.250  e-=-a- 0.020 _
2 6 0.755  0.505 0.520. Rk
3 6 0.820  0.580 0.595 R
4 677 0,755 ° 0.510 0.530

5. ‘ 0.550 0.565

6" 0.490 0.510 -

7 0.510 0.525

8 0.500 0.510

9’ 0.520 0.525

10 0.780  0.530 0.535

L E 0.730  0.485 0.495

‘12 0.740  0.500 0.505

‘13 0.735 . 0.492 0.500°

14 0.770 0.530 0.535

15 6 0.760  0.520 0.530

16 BCO 2 0.230  ----- ————-

_Condiciones experimentales: jibid. sup. con 20° de
inclinacién. PR



TABLA 15. Prueba de medias para el andlisis de la influencia

de los grados de

inclinacén de la muestra en

ensayo, en la reextraccidn con HC1 0.1 N por

agitacién mecénica.

Ho t eal. ACEPTACISN O RECHAZO
My = My ~3.020400 RECHAZO
M3 = My -1,145100 ACEPTACION
M1 = My 2.495300 RECHAZO
My o= My 1.452400 ACEPTACION
My = My 5.859600 RECHAZO
My = My 4.768700 RECHAZO
MEDIA DESVIACION ESTANDAR GRADOS DE INCLINACISN
¥1=0.543 0.032102 459
M2=0.580 0.031590 n
M3=0.516 0.025711 20°
M4=0.527 0.026437 .
" Criterio de aceptacién: 81 t calculada cae dentro del

intervalo tp g25 < to < tp,975 la hipStesis de nulidad (Ho)
no se rechaza.
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TABLA 16. Influencia del volumen de la mezcla de solventes
butanol:cloroforme 60:40 y de los grauocs de
sulfato de amonio en la extraccidn de isonlacida
en saliva adicionada {6 mcg/ml de INH).

TRATAMIENTO (mcg/ml) ABSORBANCIA A 510 nm

vs AGUA vs BCO

A BCO 0.135  -----
€ 0.660
6 - 0.650
€ . 0.665

S€ 0 BEO. I 00161

'9.670%
0.63%0°

0.560

0.553

0.580

TRATAMIENTO CONDICIONES EXPERIMENTALES
A .1.5 g DE SULFATO DE RMONIO
.5 ml DE LA MEZCLA DE SOLVENTES
B .3.0 g DE SULPATO DE AMONIO
. .5 ml DE LA MEZCLA DE SOLVENTES
< .1.5 g PE SULFATO DE AMONIO
.10 ml DE LA MEZCLA DE SOLVERTES
D .3.0 g DB SULFATO DE AMONIO
.10 m} DE LA MEZCLA DE SOLVENTES



TABLA 17

. Datos estadisticos para 1la evaluacién de la
influencia del volumen de la mezcla de solventes
butanol:cloroformo 60:40 y de los gramps de
gulfato de amonio en la extracciSn de isoniacida
en saliva adicicnada (6 meg/ml de INH).

TRATAM . vs AGUA vs BCO
® bp.s, cC.v. &R b4 p.S. €.V, %R
A 0.658 0.0062 0.95 74.40 0.523 0.,0062 1.19 74.40
B 0.662 0.0143 2,17 77.73 0.543 0.0125 2,30 77.25
c 0.690 0.0163 2,37 75.21 0.518 0.0184 3.55 73.79
D 0.707 0.0094 1.33 79.88 0.564 0.0114 2.03 80.24

TRATAM.a TRATAMIENTO.

TABLA 18. Datos del ensayo preliminar del método modificado
para la cuantificacién de ilsoniacida en saliva,
curva de calibracién de placebos afiadidos de
iscniacida/paliva.

CONCENTRACION ABSORBANCIA A 510 NM
meg /ml DIA 1 DIA 2
0.061
0.6 0.104
0.084
0.083
1.2 100126

,0.155
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TABLA 18, CQneigucién. s

60

MEDIA

0.l e

. 14.4 1.451 ;
1,596 1.580
MEOIA- 1.599 1.479
Regresién lineal:
d5a 3 dfa 2
@=0,10931 m=0,20121
=0,03516 =0 .01030
r%.0.99476 x%=0,99780
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DIAGRAMA DE FLWIO 3
DETERMINACION DE [SONIACIDA EN SALIVA
(HETODO DE PRODROMOS MODIF ICADD)

AJUSTAR pH A 7.5 CON HC1 O NaOH
0.5 Y 0.1 N. EXTKAERCN 10 m] DE

IN, DE
SULFA TO DE MGNKO ) AGITAR 2 HIN
N VORTEX. CE! TRl UGAR A 2000 rpm
URANTE 17 MIN, ¥ SEPARAR FAS
DRGANICA CON PIPETA PASTEWR,

‘Ju_r]r!! FﬁSEngFWlCA
BUTANCL : CLOROFORMO

=

) REEXTRAER CON 4 ml [JE HC1 0.1 N
DESECHAR AGITANDO HECANICAMENTE DURANTE 30
MIN. EK TUBCS DE TAPON ROSCA DE
" |FASE ORGANICA 50 ml A UNA INCLINA ION DE 20°,
DEJAR REPOSAR 10 MIN. Y SEPARAR
. FASE ACUOSA COM PIPETA PASTELR.

ESE ACUOSA

AJUSTARDHAS*/ OZC

ARYO1HQHI 01N TRASVASAR
MATRAZ VOLWMETRICO DE 5'mi ¥ LLEVAR
él. VOLUMEN COM AGUA DESIONIZADA pH

+/-0.2,
AGREGAR 0.4 ml DE LA

METODO . MEZCLA DE REACTIVOS
DE (A. C.) PARA OBTENER
PRODROMOS EL cRoijuRo AGITAR.

TRASVASAR A TUBO DE ENSAYD SECO
COLOCAR DURANTE 20 MIN. A 50 °C +/-
0.5 °C EN BAND DE AGUA. DESARRO.LO
DE REACCION DE COLOR. ENFRIAR A
TEMPERATURA AMBIENTE,

LEER LA ABSORBANCIA !
A UNA LORGITUD DE ONDA DE 510 nmJ

I



TABLA 19. LINBALIDAD

DEL SISTEMA.

CONCENTRACION

ABSORBANCIA A 510 nm

DIA 1

pfa 2

(meg/mi) 1

2

3

4

5 6

3

SpX(n-1)

0.80 0.151

0.151

0.151

0.142

0.149 0.149

0.150

0.001095

1.60 0.284

0.295

0.294

0.285

0.286 0.292

0.291

0.005215

2,00 0.358

0.360

0.354

0.363

0.364 0.369

0.361

0.005203

3.20 0.551

0.564

0.585

0.549

0.550 0.550

0.553

0.005707

4.00 0.685

0.696

0.698

0.696

0.701 0.700

0.696

0.005762

6.00. 0.386

0.395

1.002

1.018

1.012 1.018

6,00 1,006

“1.004

1.006

1,042

1,046 1.036

1.014

0.018700

8.00 1.247

1.260

1.253

1,285

1.200 1.281

1.268

0.016300

10.00 1.471

1.479

1.466

1.454

1.483 1.459%

1.475

0.015500

TABLA 20, Datos estadisticos para la evaluacidn de
. linealidad del sistema para isoniacida.

1la

CONCENTRACION

c.v. R-1.968Px R+1.968Dx
0.80 0.720 0.148 0.152
1.60 1.792 0.281 0.301
2.00 1.440 0.351 0.372
3.20 1.032 0.542 0.564
4.00 0,828 0.685 0.707 %
6.00 1.840 0.977 71,0515
8.00 11,287 010236 G0 103005 !
':10.00 1104700 14450 ) 10506
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TABLA 21. Paré&metros estadisticos evaluados en 1la linealidad
del) sistema para isoniacida.

PARKMETRO pfa 1 pfa 2

Pendiente 0.148554 0.15085%
t cad. . -0.164873 -0.164873
t tab, R : .2.306000° 2.306000
Ordenada al origen - 0.053941 0.052508
t cal. . 0.763585 0.657060
t tab, 1.894600 1.894600
Coeficiente de regresién 0.996627 0.995819
Coaficiente de determinacidn 0.993265 0.991655

TABLA 22. Parfmetros estadisticos evaluados en la unidn de
los datos de 1la 1linealidad del sistema para

isoniacida.

PENDIENTE 0.149698
Lf®. INF. INT. CONF. 0.148490
LfM, SUP. INT. CONP. 0.150906
ORDENADA AL ORfGEN 0.053196"
LfH. INF. INT. CONF. .0,034733
LIK. SUP. INT. CONF. . ©-0.091659°
t cal. ' . 0.711656 -

t tab. 1894600

ERROR ESTANDAR DE REGRESION 0.047310
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TABLA 22. Continuacion.

COEFICIENTE DE REGRESIGN 0.996247.

COEFICIENTE DE DETERMINACIGN 0.992508 : )

INTERCEPTO RELATIVO 0.082432°

ERROR ESTANDAR RELATIVO 0.200294°

COEFICIENTE DE VARIACION 2,25 %o

PENDIENTE RELATIVA 0.917568::

TABLA 23. Precisidén del sistema.

HOMERO DE DIA 1

ENSAYOS

1 0.986

2 0.995

3 1,002 D

4 1.006 - S1l0a2 i
5 1.004 "1.046

6 1.006 1.036

Condiciones experimentales: concentrnciéﬁ de & mcg/ml
de iscniacida.

TABLA 24. Pardmetros estadisticos evaluados para la
precisién del gistema.

MEDIA ARITMETICA 1.014 -

DESVIACION ESTANDAR " 0.018660

COEFICIENTE DE VARTACION 1.84 %
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FIGURA No 6
LINEALIDAD DEL SISTEMA

66

1 . 1 L ]

4 6 8 10
CONCENTRAGION (mcg/mi)

—— DATOS EXP. —— RL.

CURVA DE CALIBRACION DE INH-AGUA

12



TABLA 25. LINEALIDAD DEL METODO.

CONCENTRACISN

ABSORBANCIA A 510 am -

DIA 1

DIA 2

(mcg/ml) 1

2

3 4 5

[

X SDX(n-1)

2.0 0.222

0.228

0.226 0.239 0.222

0.233

0.230 0.005891

4.0 0.482

0.474

0.474 0.474 0.471

0.498

0.479 0.010900

6.0 0.706

0.740

0.732 0.744 0.748

0,731

0.734 0.015000

8.0 0.99%0

1.000

0.987 0.978 0.999

0.981

0.989 0.009065

10.0 1.202

1.194

1.189 1.227 1.200

1.219

1.205 0.014800

TABLA 26. Datos

estadisticos

para la evaluacién de la

linealidad del método para iscniacida en galiva

adicionada.
CONCENTRACION c.v. (%) %X-1.968Dx(n-1) X+1.96SD{n-1)
(mcg/m10
2.0 2,557 0.218 0.241
4.0 2,107 0.459 0.499
6.0 2.047 0.704 0.763
8.0 0.516 0.971 1.007
10.0 1.226 1,176

7r102340




TABLA 27, Par&metros estaditicos evaluados en la linealidad
del método para lsoniacida en saliva adicionada.

PARAMETRO pfa 1 pfa 2

Pendiente 0.121791 0.112867
t cal. -0.247083 -0.247082
t tab. 2.570600 2.570600
Ordenada’ al origen.. - ~0.000640 -0.005222
t cal. ~-0.220715 -0.312727
t tab. ) 2.131800 2.131800
Coeficienta de regresidn 0.995486 0.999832
Coeficienta de determinacidén 0.998371 0.999664

TABLA 28. Parimetros estadisticos evaluados en la unién de
los datos de 1a linealidad del método para
igoniacida en saliva adicionada.

PENDIENTE 0.122279
LfM. INP. INT. CONF. 0.121737
LiK. SOP. INT. CONF, 0.122761
ORDENADA AL ORfGEN -0.005365 ;.
LiM, INF. INT. CONF. _ -0.019400 "
LfK. sUP. INT. CONF. 0.008671
t cal. T «0,249228 7
t tab, : R 2.231800

BRROR ESTANDAR DE REGRESIGN 0.012143

68




TABLA 28. Continuacidn.

COEFICIENTE DE REGRESION 0.999718
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.999437
INTERCEPTO RELATIVO -0,008853
ERROR ESTANDAR RELATIVO 0.151034
COEFICIENTE DE VARIACION 1.77 %
PENDIENTE RELATIVA 1.008853

TABLA 29, Dates de la curva de concem:raci.én recupernda Vi
concentraciSn ailadi P

CONCENTRACION  CONCENTRACIGN RECUPERADA
ANADIDA (meg/ml)
DIA 1 DIA 2 :
(mag/ml) 1 2 3 4 5 6 X
2,00 1.1276 1.1677 1.1544 1.2412 1,1276 1.2011 1,1699
©. 4,00 . 2.8645 2.8110 2.8110 2.9714 2.81i0 2.7910 2.8433
6,00 3,3608 4.5879 4.5345 4.6147 4.6414 4.5278 4.5445
8.00°:: 6,2580 6.3248 6.2379 6.1778 6.3181 6.1979 6.2524
:10,00 . 7.6742 7.6208 7.5873 7.8412 7.6608 7.7877 7.6953
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TABLA 30. Datos estadisticos para la evaluacidn de la
tracién recuperada en funcién de 1a
concentracidn adadida.
CORCENTRACION INTERVALO DE CONFIANZA
ASADIDA
(mcg/ml) c.v. (%) SDR(n-1) X-1.9638Dx(n-1) R+1.965Dx(n-1)
2.00 3.800 0.044400 1.082830 1.257053
4.00 2.400 0.067400 2,775925 2,975396
6.00 2.200 0.100300 4.347907 4.741134
8.00 1.000 0.060500 6,133723 6.371090
10.00 1.300 0.098700 7.501924 7.888705
TABLA 31. Pardmetros estadisticos evaluados en la relacién
concentracién recuperada vs concentracién adadida
en la linealidad del método para igsoniacida en
gsaliva adicionada.
PENDIENTE 0.791788
Lf%. INF. INT. CONF, 0.790984
LIM. SUP. INT. CONF, 0.792592
ORDERADA AL OR{GEN -0.208025
LfM. INF. INZ. CONF. -0.404091
nfM. sUP. INT. CONF. -0.011959
t c¢al. -0.691788B
t tab. 2.131800
COEFICIENTE DE REGRESION 0.998691
COEFICIENTE DE DETERMINACION 0.997384




TABLA 31. Continuacién.

71

INTERCEPTO ERLATIVO -0.055460
BERROR ESTANDAR RELATIVO 0,158174 -
COBPICIENTE DE VARIACION 2.14 %
PENDIENTE RELATIVA 1.055460
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TABLA 32. EXACTITUD Y PRECISION.

‘"ABSORBANCIA A 510 nm PORCENTAJE RECUPERADO . (%)

Q1. c2 c3 cl c2 c3

. . 0.435 0.717 0.986 100.04 98.46 96.38

S 0.416 0.733 1.003 95.72 100.64 97.02

‘Dfacl . -0:451  0.731  1.061 103.67 100.37 102.60

9}754 1.047 101.85 103.50 101.25

6 ..0.725- 0.995 97.99 99,55 96.25

~0.743° 1.054 102.54 102.00 101.52

0687 °0.969 99.58 94.37 93.75

» . 0,710 0.584 97.77 87.50 95.19

' .0.724 1,009 98.22 99,41  97.59

:0.444 0.703  1.027 102.08 96.55  99.33

70,437 0,703 1,001 100.49 96.55 - 96.82

10,440 - 0.703 1,015 101.17  96.01 98.17. _
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TABLA 33. ANALISIS DE VARIANZA PARA EXACTITUD Y
REPETIBILIDAD DEL METODO.

FUENTE DE VARIACION g. 1. s.c. M. C. F exp, F tab.
Concentracisn 2 28.44 14.22 2.65 3.32
Dia 1 44.89 44.89 B8.36 4.17
Dia-Concentracién 2 19.50 9.75 1.81 3.32
Error experimental 30 161.13 5.37 )

TABLA 34. Parfmetros estadisticos para la evaluacién de la .
axactitud y precisién del método.

MEDIA 98.93 %
LiM. INF. INT. CONF. . 98.01 %
nfM. sup. INT. CoONF. ‘ 99 BaTY T

t cak. LU v mR.394491
t tab. (0.95) s
t tab. (0.99)

DESVIACISN ESTANDAR

COEFICIENTE DE VARIACION




TABLA 35. PULL DE SALIVAS.

76

APSORBANCIA A 510 om PORCIENTO DE RECOBRO (%)
INDIVIDUO -

a B c B § B el
0.695 0.680  0.745 ' 95.50  93.42 . 102.28: °
0.693 0.733 0.752 95.19  100.64 . 103.237
0.680  0.739  0.71s 93.92  101.46. 98,19
0.670 0.744  0.755 92.05 102.14. '103.64

0.671 0.744 0.755 92.19 102.14 - 103.64.

Condicionas expexrimentales:
Concentxacisn 6 meg/ml.
Tres individuos sanos:
A (18 afios)
B (23 afios)
C (30 afios)
Cinco ensayos.

TABLA 36. ANALISIS DE VARIANZA PARA PULL DE SALIVAS.

FUENTE DE VARIACION g. 1. s.C. M.C. ¥ exp. F-tab.’
INDIVIDUO 2 190.52 '~ 95.26 13,17 °3.88 U7
ERROR 12 86.77  7.23 " :

TOTAL 14 277.29. . 19.81°

TABLA 37. Prueba de Medias. pa:a: é], Pull de de Salivas.

Ho .~ DECISION

€ 0.95 t 0.9
My = Mg RECHAZO  ACEPTACION
My = Moo RECHAZO RECHAZO

ACEPTACION ACEPTACION

Mp = MG To1.144012




TABLA 37. Continuacién.

”

MEDIX DESVIACION ESTANDAR
Mp = 93.77 % 1.619151
Mp = 99.96 % 3.707722
Mo =102.20 % 2.307299

£ p.95 = 2.776400
t 0,99 = 4.604000

TABLA 38. LIMITE DE CUANTIFICACION Y DE DETECCION.

CONCENTRACION ' ABSORBANCIA A 510 nm LR
(mcg/nl} . 1 2 :
0.25 _ 0.011  0.00S
0.50 o 0.061  0.055
1.00 0.092  0.089
2.00 0.227 ©0.228 -
"3.00 0.348 0.387 7707

TABLA 39, Parimetros estadisticos evaluadou para el Lmite
de Deteccidn y de cuantiticacién. .

PENDIENTE 0.124277
ORDENADR AL OR{GEN -0.011762
COEPICIENTE DE REGRESION 0.994950
COEFICIENTE DE DETERMINACIGON 0.989927
ERROR ESTANDAR DE REGRESIGN 0.016248
LIMITE DE DETECCION 0.198267 mcg/ml

LIMITE DE CUANTIFICACION 1.375693 mceg/ml
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11. DISCUSION

Con el objeto de comprobar la inlfuencia del tipo de
agua en la reaccién de color reportada por 1. Prodromos {(29)
en el método analftico para la cuantificacién de
microcantidades de isonjiacida en agua se realizaron ensayos
con agua destilada y desionizada. En ellos se ocbaservs
cl la in Ler ia del agua destilada, debida a los
iones presentes, los cuales disminuyen la respuesta de forma
considerable en el intervalo de concentraciones de 0.8 a
10.0 mcg/ml y aumenta 1la variacisn. Decrece, asi, la
sensibilidad del método. Por ezo realmente es necesario
txabajar con agua desionizada para que las lecturas sean
ad das Y h eas en el mismo intervalo de
concentraciones (ver Tabla 2).

La influencia del volumen de agente complejante fué
estudiada en un trabajo anterior al presente (62) donde se
astablecio un volumsn &ptimo de agente complejante (A. C.)
de 2 ml para una dilucién final de 25 ml, el doble del usade
por Prodromos (29). En este trabijo se maneja una dilucién
£inal de 5 ml, por lo que fué necesarioc realizar también
este estudio con el eguivalente del volumen utilizado pox
Prodromos, (200 mcl), el equivalente a el dobe (400 mcl) y
uno mayor (500 mcl). Esto permitid establecer la cantidad de
agente complejante Sptima (400 mcl), con la que ge obtiene
una raspuesta lineal adecuada en un intervalo de
concentraciones de 2 a 10 mcg/ml y el ahorro del reactivo
(Tabla 3 y Figura 1). También el volumen apropiado es, en
efaecto, el doble del reportado por Prodromos.

Procedimiento bésico 1:

Este procedimiento fué propuesto por la aparente
facilidad y rapidéz que constituye la limpieza de la muestra
poxr agentes precipitantes de proteinas (22, 23, 63)., 8in
embargo, los resultados obtenidos con los agentes probados
{ver Tabla 1} no son adecuados para este estudic. Con 1la
mayorfa de ellos se anula la reaccién de color (dcido
perclérico, &cido fosférico, sulfato de zinc e hidréxido de
bario en concentraciones altas, sulfato de zinc e hidréxido
de sodio.) esto nos indica que intexfieren posiblemente con
la formacidn del complejo INH-Ortofenantrolina-Hierro(II)
dada su naturaleza Acida y/o idnica. El sulfato de amonio y
el hidréxido de bario no interfieren con la reaccién pero
son malos agentes precipitantes de proteinas y dan blancos
positivos altos. El dcido triclorocacético aumenta de manera
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marcada la viscocidad del medio y log blancos dan posgitivos;
esto nos indica la formacifén posible de un coloide y/o la
mala limpieza de la muestra por lo que se descartd aungue el
porcentaje de recobro obtenido fué del 55 % aproximadamente.
La dnica opcién viable @3 el uso de sulfato de zinc e
hidréxido de bario, en cantidades eqguivalentes (22)., Con
éstos se limpia la muestra de manera adecuada y el
porcentaje de reccbro obtenido es del 50 % aproxiwmadamente
(medimnamente adecuado para los fines del estudic) pero la
inestabilidad de las soluciones de hidréxido de bario
provoca la anulacién de 1a reaccién en loa enpayos,
resultando imprécticoc su uso.

Las dificultades anteriores nos indican gque este
procedimiento ne es el adecuado dado que no se obtienen
resultados favorables por lo que se avocSd el trabdjo con el
segundo procedimiento propuesto.

Procedimiento bAsgico 2:

El primer paso a seguir fué el de probar diferentes
gistemas de solventes para la extraccién de isoniacida
reportados en la bibliografia como son; Alcohol
ipoamilico:éter etflico 85:15 (62, 64) y butanol (13, 65)
para establecer su eficiencia en la extraccién del principilo
activo. Al mipmo tiemp? se use la adicién de sulfato de
amonio en el primer sistema (A), acetato de sodio y sulfato
de amonio en el sgegundo (B) y s86lo sulfato de amonioc con
éste 1iltimo gBistema (C) para producir el efecto galino
descrito en la bibliograffa (13, 62, 66). Tomando como base
el porcentaje extraido y la homogeneidad de los resultados
se cobserva gue el mejor sistema de extraccién es el ¢
butanol comn sé6lo sulfato de amonico Ya que da el mayor
porcentaje de extraccién de 61.40 % y la mayor homogeneidad
de las muestras con respecto a las de alcohol
isoamilico:&ter etilico 85:15 (A) y butanol con acetatoe da
80dio y sulfato de amonio {B) que fueron de 45.74 %, menor
homogeneidad y 32.64 %, mediana homogeneidad (ver Tabla 4).
Desde este momento egte procedimiento se eligilé como el
apropiado, y 8e procediS a optimizar sus variables
experimentales.

La eficiencia ge mejor6 utilizando en la reextraccidn
agitacidén mecdnica durante un tilempo mayocr de 20 minutos,
aumentd el porcentaje de extraccidén en el sistema C a 67.83
% vy en €1 B a 53.44 %. El tipo y tiempo de agitacién se
estandarizé a mecl@nica durante 30 minutos, que se consgidera
como la mas adecuada (ver Tablas 4 y 5).
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Al determinar el mejor sistema de extracciSm se
encontrd que &ste a3 butanol con sulfato de amonio (C) como
agente salino, (el cual no interfiere en las etapas
subsecuentes del método) y estandarizéndo el tipo y tiempo
de extracecién, se procedid a determinar la influencia del pH
en la extraccién de isoniacida para el sistema en agua, Se
observé que el pH donde se mejora notablemente la eficiencia
de la extraccidn es el de 7 con un 95.10 % de porcentaje de
extraccidn, concordando con el repoxtado (62, 65) (ver Tabla
6 y Figura 2).

Establecidas 1las condiciones anteriores (sistema de
extraccidén: butanol con sulfato de amonio (€}, tipo y tiempo
de agitacidén: mecénica durante 30 minutos y pH de extraccidn
da 7) se procedis a probarlas en el gigtema ya establecido y
en otros dos: Butanol con agente precipitantes sulfato de
zinc e hidréxido de sodio (D) y butancl:cloxoformo 90:10 (E)
con al propSsito de mejorar la limpieza de la muestra. E1
porcentaje de extraccidn se observa coastante en el sistema
Cy BE de 73.71 % y 73.89 % respectivamente, pero el blanco
an é&ste Ultimo mejorS apreciablemente con respecto a al
primero; el mejor blanco obtenido fué el del sgistema con
agentes precipitantes de proteinas (D) perc el porcentaje de
extraccisén disminuyé notablemente 57.12 %, por lo gque al
sistema de eleccidén es el E butanol:cloreformo 90:10 por
mantener el porcentaje de extraccidén y mejorar loas blancos
{(ver Tablas 7 y 8).

Con el cbjeto de determinar la mejor proporcién de lia
mezcla de solventes seleccionada (butanol:cloroformo 3%0:10)
se probaron varias proporciones de la misma, y Be encontrd
que la proporcidén mAs adecuada es la de 60:40 debido a que
con ésta se obtieme un porcentaje de recobro adecusdo para
los fines del estudio (74.92 %) con la menor variacién
pogible raflejada en su desviacidén estindar que es la menor
de todas las demds; esto e debido en gran parte a que en
esta prcporcidén se maneja mis facilmente la muestra durxante
el ensayo gracias a la poca formacidén de emulgidén. Ademfsg no
se cbserva inversidén de fases como en otras en las que
predomina el cloroformo en donde aunque el porcentaje de
recobro es mayor, la variacién entre los resultados tambiéa
es mayor por el dificil manejo de la nmuegstra debida a la
formacién de emulslén gque dificulta la agitacidén y 1la
separacién de las fases, no encontrindose adecuadas (ver
Tablas 9 y 10, y Figura 3},

Establecida la mejor proporcidén de la mezcla butanol:
cloroformo, se prosiguié con la determinacién Qe la
influencia del pH en la extraccién de la isoniacida en
muestras de saliva adicionada, se encontré que el pH més
favorable es el de 7,5 ya gque en éste se asegura el
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porcentaje de recobro mis alto (entre 79.45 % y 80.83 %)
79.91 % con una dasviacién esténdar y un coeficiente de
variacién (C. V.) entre los mnenores, concordande con el
usado por Hutchingd (65) (ver Tablas 11 y 12, y Figura 4).

En la determinacién de la influencia de los grados de
inclinacién de la muestra en ensayo, en la reextraccién con
HC1 0.1 N por agitacién mecénica, se encontrd qgue existen
diferenciap muy sigmificativas entre las medias M; Y My
correspondientes a los blanco 1 y 2 en la determinacién con
452 de inclinacién. Laa medias M3 y M4 correspondientes a
los blancos 1 y 2 respectivamente en la determinacidén con
20° de inclinacién resultan ser eastadisticamente iguales con
un nivel de sigmificancia de 95 %. Lo anterior indica de
manexa indirecta una diferencia muy significativa en los
blancos obtenidos con 45°.

Mediante la comparacién entre las medias para 45° y 20°
{K;, My, Mz y Hg) se observan diferencias significativas
entre My-M3 y muy spignificativas entre Ms-M3 y Ms-My. Las
medias ¥;-M3 resultan estadisticamente iguales con un nivel
de significancia del 99 %, asi como Mj-Mg. Pe lo anterxior se
deduce que los grados de inclinacién de la muestra en ensayo
influyen en la determinacién a causa de las variaciones en
los blancos. También se deduce que la mejor inclinacién para
el ensayo de las muestras es a 20° dado que en &sta no Be
cbpervan diferencias entre las medias y por lo tanto tampoco
entre los blancos. Con la disminucién de 1la posible
interfexencia del efecto del blance en el método y la
variacién entre los resultados de ensayos no simulténeos
{ver Tablas 13, 14 y 15).

Con el propésito de disminuir la cantidad de reactivos
utilizados en el ensayo, principalmente de sulfato de
amonio, se estudid la influencia del volumen de la mezcla de
rolventes y los gramos de sulfato de amonio mediante el
disefioc de cuatro diferentes tratamientos. Se encontré que
todos los tratamientos son adecuados para los £fipes del
egtudioc mediante el andlisis de los parametros estadisticos
obtenidos (desviacién estdndar adecuada, coeficiente de
variacidn menor del 5 % Y porcentaje de recobro mayor a 70
%), se eligid el tratamiento C {1.5 g de sulfato de amonio y
10 ml1 de la mezcla de solventes) para el ensayo ya que Se
disminuye la cantidad de sulfato de amonio a la mitad y el
volumen de la mezcla de solventes utilizado facilita el
manejo de la muestra, aungue también es factible de eleccidén
el tratamiento A (ver Tablas 16 y 17).

Con el ensayo preliminar del método modificado para la
cuantificacién de isoniacida en saliva adicionada (Diagrama
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3) se comprueba que el métode es funcional y repetible en el
intervalo de concentraciones de interés (0.6 a 14.4 mcg/ml)
con un coeficiente de regresitn y de determinacién mayor a
0.99 en los d¢s dias ensayados (ver Tabla 18 y Pigura 5).

Linealldad del 3istema: La relacién absorbancia a 510 nm
contra concentracidén en meg/ml tiene un coeficiente de
regresidén mayor a 0.99 para los dos dias de ensayo (dia 1 y
2) y un coeficiente de determinacién también mayor a 0.99.
En los dos dias de ensayo la ordenada al origen
estadisticamente es de cerc y las pendientes de acuerdo a la
prueba realizada son estadisticamente iguales con un nivel
de significancia del 95 %. La unidn de loa datos, dia 1 y 2
(ver Tablas 19, 21 y 22), es posible por lo anterior,
obteniendose una relacidén lineal del tipo vy = mx + D en el
intervalo de concentraciones de 0.8 a 10.0 mcg/ml, con un
coeficiente de regresién de 0.996247 y un coeficiente de
determinacidén de 0.952508, con una pendiente m = 0.149698,
una ordenada al origen b = 0.053196 y un coeficiente de
variacién global de 1.25 %. El modelo lineal rapresenta por
lo tanto de manera correcta la concentracién contra la
regpuesta medida (Tabla 21 y Figura 6). En la Tabla 20 se
muestran los intervalos de confianza para los valoreg de
cada concentracién al 395 % de confianza, con una
distribucién normal. Estadisticamente la ordenada al origen
b es igual a cero. De acuerdo a las Tablas 23 y 24 el
pistema es precisoc y repetible con un coeficiente de
variacidn menor a 2 % (1.84 %).

Linealidad del método: Para la evaluacién de la linealidad
del métecdo se trabajd en un intervalo de concentraciones
adicionadas que corprende la concentracidén considerada como
el 100 % (6 mcg/ml) un limite superior al 150 % de esta
concentracién y uno inferior al 50 % de la misma (ver Tabla
25). La relacidn absorbancia contra concentracién poseéd un
coeficiente de regresidén y de determinacién mayor a 0.%9
para los dos dias ensayados (dia 3 y 4). La pendiente del
dia 3 ep estadisticamente igual a la pendiente obtenida en
el dfa 4, y 1la ordenada al origen para cada curva es
estadisticamente cero. Esto nos muestra que el método es
lineal y repetible en el intervalo de concentraciones de 2 a
10 mcg/ml con una relacidén del tipe y = mx + b (ver Tabla 27
y Pigura 7). La unién de los datos de 1os dos dias tiene un
cocficiente de regresién de 0.999718 y un coeficlente de
determinacién de 0.999437, con una pendiente m = 0.122279,
una ordenada al origen b = -0.005365 y un coeficiente de
variacién globul de 1.77 %. Estadisticamente la ordenada al
origen es cero (ver Tabla 28). La Tabla 26 muegtra el
intervalo de confianza al 95 % para los valores de cada
concentracidén, con una distribucidén normal.
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La relacién concentracién racuperada contra
concentracién afindida sigue una relacién del tipo lineal y =
ux + b, con un coeficiente de regresién de 0.998691 y un
coeficiente de dsterminacién de 0.997384, con una pendiente
m = 0.791788, una ordenada al orfigen b = -0.208025 y un
coeficiente de variacién global de 2.14 %. Estadisticamente
b es igual a cero (ver Tablas 29 y 31). En la Tabla 30 se
ohsaxrva el intervalo de confianza al 95 % para los valores
de cada concentracifén, con una distribucién normal.

Esto demuestra que el método analitico modificado es
adecuado para 1l1la cuantificacién de wmicrocantidades de
isoniacida en muestras de galiva , mostrando ventaia con
respecto a otrxos métodos reportados en loa cuales se debe
controlar algunos parfmetros de manera estricta como son:
Temperatura, tiempo de formacidén del complejo cuya
estabilidzd mfxina es de 30 minutos (66) ademfs de tomar eo
cuenta que sélo son aplicables en formas farmacéuticaa. Otra
ventaja atribuible al método propuesto es la velocidad de
formacidén del complejo (20 minutos) y su estabilidad que es
poxr lo mencs de 16 horas.

Bractitud y precisifn: Los datos analfticos  obtenidos para
la determinacién de eatos parémetros se muestran en las
Tablas 33 y 34 en donde 3e observa que los resultados del
coeficiente de variacitn del método propuesto pon menores
del 3 %, lo cual indica reproducibilidad intra e inter dfa;
el método es ademfis repetible y exacto con respecto a la
concentracisn y a el dia- concentracifn con respecto a el
anflisis de varianza. De acuerdo a la prucba de hipétenis
Ho: M = 100 % el método no es exacto ya que hay diferencias
significativans, sin embargo, a un nivel de significancia del
99 % el mAtodo s8i e8 exacto. Ademfs, para fines prfcticos se
puede considerar exacto y repetible ya gue los porcentajes
de recuperacién son cercanos al 100 % y la variacidn entre
cada deteruinacién es pequefia con un coeficiente de
variacién menor del 3 %, a pesar de ser un método
espectrofotamétrico aplicado a un flulde biolégico.

El C. V. obteaido concuerda con 1los reportados por
otros autores en los que se emplea cromatografia de liguidos
de alta resolucidén (CLAR), como es el caso de Hutchings (15,
66) que obtuvo un C. V. del 3.7 % en orina, de 1.3 % en
plasra vy 1.1 % en galiva; y Lauterburg (70) con un 4 % en
plasma por cromatografia de gases-espactrometria de masa.

Para determinar la reproducibilidad entre individuos se
realizé un estudio con tres voluntarios sanos, los datos
analiticos se muestran en las Tablas 36 y 37, el respectivo
an&lisis de varianza demuestra diferencias nuy
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26

significativas entre estos. 3in sabargo al comparar las
madias obtanidas para cada individuo se observaron
diferencias muy significativas sélo entre el individuo A y
C, siendc la media d2l individuc A estadisticamente igual a
la del B con un nivel de significancia del 99 %, y la media
del B esntadisticamente igual a la del C con un nivel de
aignificancia del 85 %. Estc debe tomarse en cuenta en la
realizacién de estudios farmacocinéticos donde sea adopte
este método analitico, recomendando para la eliminacisn de
este problema correr blancos & diferentes tlempos un dia
antes del estudio farmacocinético para cada individuo. Esta
diferencia se atribuye a la constitugién de la saliva la
cual varia con respecto a la hora del dia, a la edad y a la
técnica utilizada en la toma de muestra (33). Sin embargo,
la diferencia encontrada mediante parimetyros eatadisticos no
resulta significativa para <£finea précticos ya que 1la
diferencia en el porcentaje de reccbro del individue A con
raspecto 3 el By al C eg de 5 & 7 % solamente.

Con el método modificado en este estudio se obtuvo un
porcentaje de extraccién de 79.18 %, este dato es
consistente con el obtenido en un estudic anterior al
presente para la axtraccién de isoniacida en muestras de
orina utilizando el mismo método cuantitative (6Z) donde se
obtuvo un 79.59 % y con el encontrado por otros autcres, del
77 % en orina, 68 % en sangre Y 71 % en plasma, emxpleando
CLAR (15, 65). Esto implica que aste principlio activo se
comporta de manera semejante en las diferentes matrices
biolégicas, aun expleando para au geparacidn b
cuantificacién diferentas m&todos de anflisis.

Bl limite de cuantificacién y dea deteccidn fueron de
1.376 mcg/ml ¥y 0.198 mcg/ml, respectivamente {(ver Tablas 38
Yy 39).



12 .CONCLUSIOMRS

- El procedimiente de limpieza de la musstra dsterminado
como el apropiado para la cuantificacién de isoniacida en
muestras de saliva adicionada e3 el de extraccién con
solventas.

- En la etapa de desarrollo Yy estandarizacidén 1las
condiciones del método adaptado encontradas como OSptimas
son: Extraccién de isoniacida a pH de 7.5 con 10 ml da 1la
mazcla de golventes butanol:clorocformo 60:40 y 1.5 gramos de
sulfato de awmonio como agente salino, reextraccién de
iponiacida de la mezcla anterior con ECl 0.1 N por agitacidén
mecéinica durante 30 minutos a una inclinacién de la muestra
de 20°, y 400 mcl de agente complejante para la formacidn
del cromSforo, en agua desionizada.

- Bl sistema establecido en el presente trazbajo es lineal
dentro del intervalo de concentraciones de 0.8 a 10,0
mcg/,1l, cumpliendo satisfactoriamente con 1los parémetros
astadisticos de precisién y repetibilidad.

- El método egpectrofotométrico propueato para la
determinacién de isoniacida en muestras de saliva adicionada
cumple satisfactoriamente con los parfmetros evaluados de
linealidad, exacitud, repetibilidad y precisién, Es
reproducible entre concentraciones y dias de acuerdo a los
criteriop de validaciSn adoptades (por una prueba de
anfilisia de varianza), La wariacién encontrada entre
individuos no es gaignificativa desde un punto de vista
préctico. Pogeéd un porcentaje de extracciém comparable con
los obtenidos por otros métodos més sofisticadogs como son
CLAR y CG-EX, y un limnite de detecclén y cuantificacién
bastante aceptables tomsndo en cuenta su naturaleza.

- Este método tiene un procedimiento largo perc sencillo,
exacto y confiable estaditicamente hablande para los fines
del estudio cuyo objetivo principal es el de aportar un
método aplicable a la terapia antituberculosa cuantificando
a isoniacida en muestras de saliva de manera sencilla,
répida y econémica, utilizando el espectrofotSmetro como
equipo bésico. Es ademfis perfectamente adaptable en 1la
determinacién de 1la farmacocinética de isoniacida en
individuos sanos y pacientes, dado que la relacién reportada
en la bibliografia entre la concentracién sanguinea de este
fArmaco y la salival es casi de 1 (15).
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APEMDICE I
mETODO DE PRODROMOS (29)

Determinacién de isoniacida en agua:

Volunenes de soluclédn estindar da isoniacida
correspondientes a 2.7 - 54 mcg de iponiacida se tranafieren
cuantitativarente en un matraz volumétrico de 5 ml, y se
diluye a el volumen con agua desiopizada pH 5.0 +/- 0,2
praviamente ajustada con HCl &6 NaOH 1 N. Posteriormente se
le adiciona 400 mcl (0.4 ml) de agente complejante (A. C. )
S mazcla de xeactivos, se agita } ce coloca durante 20 a 25
minutos en un bafio de agua a 50 ° +/- 0.5 °C. Pinalmente la
solucién se deja enfriar hasta la temparatura ambiente en un
bafio de agua.

La absorbancia de la solucidén rojo- naranja es leida a
una longitud de onda de 510 nm, utilizando una solucidén
blanco preparada bajo las mismas condiciones.
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APEDICE IX

SISTEMAS BASE , PRIMARIOS Y CURVAS DE CALIBRACISR DE
INE/AGUA E XNH/SALIVA.
1. Sistema Bage de INH/Agua desionizada pHE 5.0 +/- 0.2.

Todag lags soluciones siguientes se preparan en agua
desionizada a pHE 5.0 +/- 0.2.

A partir de la solucién de INH STD preparar goluciones

de cince concentraciones de INE/Agua desionizada de
acuerdo con la tabla 1,

TABLA 40. Sistemas bagse INE/agua degionizada pH 5.0 +/- 0.2,

SISTEMA CONCENTRACION w1l INH STD VOLUMEN

WUKERO. meg/ul FINAL ml

36.0 10

72.0

108.0

144.0

(LN S L
nidiw|wle
t ]

is0.0

Procediriento: Colocar en matxaces volumétricos de 10
ml el voliimen de INH STD correspandisnte con pipsta
volumétrica, llevar al volumen con agua desionizada tapar y
agitar perfectamente en vortex durante 10 segundos y
manualmenta.

2. Curva de Calibracidén de INH/Agua deslonizada.

2.1. Sistemn Primario de INH/Agua desionizada.

Este sistema esta comstituido poxr ocho concentraciones
preparadas por dilucién del Sistema base de INE/agua
deslonizada.
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"TABLA 41. Sistema primsrio 1INH/agua desionizada pH 5.0 +/-

0.2,
CONCENTRACION CONCENT. SISTEMA BASE SISTEMA BASE VOLUMEN
meg/ml VOLUMEN ml FINAL ml
A 1.44 1 1 25
B 2.88 1 2 .25
c 3.60 1 1 10
D’ 5.76 1 A 25
E 7.20 1 2 10
F 10.80 1 3 T 10
G 34.40 1 4 10
" 18.00 1 5 10

CONCENT ,= CONCENTRACION.

Procedimiento: Colocar en matraces volumétricos de 1la
capacidad requerida el volumen con pipeta volumétrica de
cada una de las concentraciones correspondientes del Sistema
base de INH/agua desionizada, llevar al volumean con agua
desgionizada, tapar y agitar en vortex durante 10 segundos y
mapualmente.

2.2, Curva de calibraciéo INH/agua desionizada.
Esta curva esta congtituida por ccho concentraciones y

se prepara a partir del Sistema primario de INH/agua
desionizada.

TABLA 42. Curva de calibracisn INH/agua desionizada pH 5.0
+/- 0.2.

CONC. CONC. SIST. PRIM, SIST. PRIM. VOLUMEN A.C.

90

meg/ml  VOLUMEN ml FINAL ml ml
I 0.8 3 A s 0.4
J 1.6 . B d LI

2.0 " c " o




TABLA 42..Continuacién.

91

L 3.2 . P

b 4.0 - E

X 6.0 . F
i) 8.0 " ) " "
P 10.0 J B " .

CONC, = CONCENTRACION.

SIST. PRIM.= SISTEMA PRIMARIO.
A.C.= AGENTE COMPLEJANTE, Mezcla de reactivos.

Procedimiento: De cada una de las concentraciones del
Sistema primario de INH/agqua desionizada tomar 3 ml con
pipeta volumétrica y colocar en matraces volumétricos de 5
ml, llevando al volumen con agua desionizada. Agregar con
micropipeta de 400 mcl el mwmismo volumen de agente
complejante, A.C., tapar y agitar perfectamente de forma
manual trasvasar a4 tubos de ensaye secos Y desarrollar
reaccién de color, leer absorbancia a una longitud de onda
de 510 nm.

3. Placebos hiladidos de INH/SALIVA.

Todas las golucicnes siguientes se preparan con saliva
ajustada a pH 7.5, y con agua desionizada PpH 5.0 +/- 0.2.
3,1, Curva de Calibracidén Primaria de Placebos Afiadidos de
INH/SALIVA.

Este sistema contiene cinco concentraciones, las cuales

se preparan a partir del Sistema base de INH/agua
desionizada.

TABLA 43. Curva de calibracidn primaria de
placebos adadidos de INH/saliva.

CONC. CONC. SIST.BASE SIST.BASE VOLUMEN

meg/ml  VOLUMEN ml CONC. NUM. FINAL ml

A 3.6 1 1 10

B 7.2 1 2 "




TABLA 43, Continuacién.

c 10.8 1 3 "
D 14.4 1 4 "
E 18.0 1 5 "

CONC, = CONCENTRACION.
SIST. BASEe SISTEMA BASE.
Néu.- NOMERO.

Procedimiento: En matraces volumétricos de 10 ml
colocar con pipeta wvolumétrica 1 ml de cada una de 1las
concentraciones enumeradas del Sistema base de INH/agua
desionizada, agregar con pipeta graduada 1 ml de saliva
¥y agitar con el matraz tapado 15 segundos en Vortex a la
velocidad nlmero 3. Agregar volumenes de 2 ml de saliva con
30 segundos de agitacién en Vortex a la misma velocidad en
cada adicidén, hasta poco antes de 1la marca de aforo.
Adicionar una pequefia gota de etanol para romper la espuma
formada en la agitacidén y llevar al volumen con saliva;
agitar finalmente por 60 minutos en Vortex y trasvasar a
vagos de precipitado de 50 ml debidamente etiquetades y
tapados con papel aluminie. Paxa su conservacidn congelar a
- 20 °C. Es muy importante en cada adicién de saliva
agsequrar la homogenizacidén de la mirma por agitaciénm.

3,2. Curva de Calibracidén de Placebos Adadidos de
INH/SALIVA,
Esta curva de calibracién de INH/SALIVA final tiene

cinco concentraciones preparadas de la Curva de calibracidn
primaria de placebos afladidos de INH/saliva.

TABLA 44. Curva de calibracién de placebos afiadidos de

INE/saliva.
CONC. CONC. CURVA CAL. PRIM. CONC. VOLUMEN A.C.
WM. meg/ml VOLUMEN ml FINAL ml ml
1 2 3 A 5 0.4
2 4 3 B ] n
3 6 3 N - -
4 8 3 D ) "
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TABLA 44. Continunacién.

5 10 3 B . . I

COHC CORCENTRACION.

WO« HOMERO,

CURVA CAL. PRIM.= CURVA DE CALIBRACIGON PRIMARIA DE
YHH/SALIVA.

A.C.= AGENTE COMFLEJANTE. Mezcla de reactivos.

Procedimiento:

DETERMINACIGH DE ISONIACIDA EN SALIVA MEDIANTE UNA
ADAPTACION DEL METODO DE PRODROMOS.

a) En tubos de ensaye depositar 3 ml con pipeta volumétrica
de INH/SALIVA.

b) Agregar 10 ml de mezcla de solventes Butanol:Cloroformo
€0:40; tapar perfectamente con tapones de neofreno forrados
con papel aluminio y agitar en Vortex por 2 minutos a la
velocidad nimero 7.

¢) Agregaxr 1.5 g de Sulfato de Amonio y tapar, agitar
nuevanmente en Vortex 2 minutos a la misma velocidad.

d) Centrxifugar a 2000 rpm durante 17 minutos.

e) Separar la capa orgénica con pipeta pasteur y depositar
en tubos de ensAyo scecos; Separando la maycr parte posible
sin arrastrar particulas de la pastilla de proteinas.

£) Tomar con pipetas volumétricas de 5 y 4 ml, 9 ml de 1a
fage orgéAnica y transferir a tubos con tapén rosca de 50 ml
los cuales deben contener 4 ml de EC1l 0.1 N tomados con
pipeta volumétrica.

g) Agitar en Vortex durante 10 segundos tapando y destapando
para liberar la presidén a la velocidad ndmero 5.

h) Agitar mecinicamente en ROTO TORQUER durante 30 minutos
con una inclinacién de 30°.

i) Dejar reposar los tubos durante 10 minutos y separar la
fase Acida en vasos de precipitade de 50 ml con pipata
pasteur.

j) Ajustar el pB a 5.0 +/- 0.2 a la fage &cida asi
obtenida con NaOH 0.1, 0.5, 4.0 N 6 HC1 0.1, 1.0 X.
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k) Trasvasar a un matraz volumétrico de 5 ml y llevar al
voldmen con agua desionizada pH 5.0.

1) Agregar con micropipeta 0.4 ml del agente complejante,
agitar perfectaxente de manera manual y trasvagar a tubos de
ensays Secos.

m} Desarrollar zeaccién de color y leer absozrbancia a 510
nm.



APENDICE IIX

FORMULAS ESTADESTICAS Y CRITERIOS UTILIZADOS EN LA
EVALUACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO
RRALITICO (62, 71, 72).

LINEALIDAD

1.- Caloular Ex, »x2, Ty, Ty?, Txy.

2.- Calcular la pendiente m

axn=x? - (=2
donde n es el nimerc de muestras.

3.- Calcular la ordenada al origen

4.- Calcular el error estindar de regresién

- m}:xy - bRy

.5.- Calcular el coeficiente de determinacidn
(n):xy —z.x}‘_‘.y)z
<axx? - (mx)linxEy? - (zy) 2>
6.- Calcular el coeficiente de regresién
® = (£2)1/2

7.- Calcular los 1limites de confianza (95 %) para
pendiente m

7.1. calcular el error estindar para la pendiente (SM)
1/2

1la
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7.2. detarminar en 1la tabla de distribucién de *t* de
student el valor t(n.2, 0,975)

7.3, calcular el intervalo de confianza para la pendiente m
con la ecuacidn

ICK = M +/- t (n-2, 0.975) (SM) .

8.~ Calcular 1los limites de confianza (95 %) para 1la
ordenada al origen b

8.1, calcular el error eagtfndar para la ordenada al origen
SB

x2 1/2
SB = S5y/x € 1/n 4 mecean--a
2 (=x)
IR RELEEELEE >
2

8.2, determinar en la tabla de distribucién de "t* de
student el valor para t(n.2, 0,975)

8.3. calcular al intervalo de confianza para la ordenada al
origen (ICB) '

ICB = B +/- t(n-2, 0,975)(SB) .
9.- Calcular el intercepto relativo
IR = b/Y .

10.-Calcular el error estdndar relativo

11.-Coeficiente de variacién por el nivel de concentracién

DE x 100
G, V. = =-s-cmoeoann
x
donde DE = Desviacida estfudar
B(x - x) 1/2
DE 2 ¢ ----wemcemcuo > .
-1

12.-Intervale de confianza (95 %) para el anivel de
concentracidn

IC = x +/- 2 (DE) .
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13.-Pendients relativa (PR)

CRITERIOS DH ACEPTACION

1.- HMacexr una p ba de pendient

Ho: my = mz
Hl: my diferente a mp
calcular 1la “t" experimental o "t" calculada

my - oo
L et e et
( 1 2 )1/2
Sy/xl + <Sy/x2 + (--=---- 4 emmme- >
v/ v/ Saxq Ssxy

relacién critica bilateral <con ua nivel de
significancia¢ = 0.05 para la pendiente

t p.o25 <t cal <t g9
comparxar €l valor de ¢ calculnda ccn el de t de tablas.
8i t cal < t tablas la hipStesis de nulidad no se rechaza.
2.- Hacer prueba de hipStesis parxa la ordenada al origen
Ho: b= 0

H1: b difexente a 0
calcular la t experimental

relacién critica bilateral con un nivel de
significancia cc = 0.05 para la ordenada al origen

t g.p25 < t cal < g_975

el valor de t cnlculada con el de t de tablas.
Si t cal < t tablas la hipdtasis de nulidad no se rechaza.
4.- 22 > 0.98
S5.- r > 0.99

6.- IR < 10.2
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7.- XS8R < 0.30
8.- CUR/C < 3.0 %
. 9.- PR = 0.98 - 1,02

EXACTITUD

1.- Calcular la media

donde x; es cada una de las respueatas obtenidas y n es
el nimero de muestras anaiizadas.

2.- Calcular la desviacién estédndar

3. Calcular el coeficiente de variacidn.
4.- Calcular el intervalo de confianza (95 %) para la media

DE
IC = X +/- tg 95 ----
n

donde tg 95 es el valor que se busca en las tablas de
"t* de student para n-l1l grados de libertad y oc = 0.05.

CRITERIOS DE ACEPTACION
1.- Hacer prueba de hipStesis para la media

Ho: € = 100 % adicionads

Hl; ® diferente a 100 % adicionado

con un nivel de significancia () = 0.05
calcular la "t" experimental

donde % = DE/(n)1/2

buscar el valor de t teSrica en las tablas de "t® de
student para n-1 grados de libertad y ¢ = 0.05 (mismo valor
que para el IC).
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Comparar @l valor de t experimental con el t da tablas.
‘8L € g.025 < £ ¢al < t g _g75 no se rechaza Ho y el método
puede ser considerado exacto cor un 95 % de confianza.

2.- El valor del coaficiente de variacién debe estar de
acuerdo al método.
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EXACTITUD Y PRECISION (REPETIBILIDAD)

Se llevé a cabo en base a un anélisis de varianza
utilizando 3 concentraciones diferentes, cada wuna por
gextuplicado on tres dfas diferentes.

TABLA DE ANALISIS DE VARTIANZA

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado ¥ calculada
variacién libertad cuadrados medio
Conc.
Dia
Dfa-Conc.
Error (x-1)ab 3 y24jk-3y2ij. 8. C.a
. T G, L.e
En donde:

a = Nimero de concentraciones.
b = Kiimerc de dias.
r = Himero de replicaciones.



C. M.c, C. .4, C. M.d-c, C. M.e = Cuadrado medio de la
concentracitm, del dfa, del difa-concentracién y error
respectivamente.

8. C.e¢, S. C.d, 8. C.d-¢, 9. C.e =« Suma de cuadrados de la
concentracitn, del dfa, del dfa-concentracién y error
respectivamente.

6. L.c, G. L.4, G. L.d-c, G. L.e = Grados de libertad de la
concentracisn, del dfa, del dia-concentracién y erzor
respectivamente.

Criterios:

1) Ho: No se modifica el porciento de recuperacién comn
respecto a la concentracidn.

2) Ho: No se modifica el porciento de recuperacidn con
reapecto a el dia.

3) Ho: No se modifica el porciento de recuperacidén con
respecto a el dia-conceuntracién,

Si F calculada es < F g, g5 la hipStesias de nulidad no
se rechaza.

REPRODUCIBILYDAD ENTRE INDIVIDUOS

TABLA DE AMALISIS DE VARIANZA

Fueate de Grados de Suma de Cuadrado F calculada

variacién 1libertad cuadradoes medio

Individuo d-r X, y%i.- y2..

r rd

Error (z-1)d Fhy?id Jy240 0

T g
Total (ar-1Ny214 12,
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En donde:

d =« Kimero de individuos.

r = Ninmexo de replicaciones.
C. M.1i = Cuadrado medio del individuo.

8. M.i, 8. M.e, 5. M.t = Suma de cuadrados del individuo,
del error y total regpectivamenta.

G.. L.i, 6, L.e, G. L.t = Grados de libertad del individuo,
del error y total respeactivamente,

Criterio:

1) Ho: Wo sc modifica el porciento de recuperacidn con
regpecto a el individuo.

81 F calculada es5 < Py g5 la hipStesis de nulidad no se
rechaza.
PRUEBA DE MEDIAS

Ho: my = mg
Hl: m; difereate a my

calcular t expsrimental

(ml - m2)
£ cal m scmgesomeoczaoonooes
sp? sp 1/2
Cuesnve 4 weansad
nl n2

(ny-1)5%; + (ng-118%; 1/2
donde SP W< =s-c-rerececacccaccesce 3
ny + 03 - 2

81 t calculada caé dentro del intervalo de tg p25 < t
eal < tp,375 la hipStesis de nulidad no se rechaza.
LIMITE DE DETECCION (LD) ¥ DE CUANTIFICACION (LC)
L3ICbh - b
LD @ =sceavenas

m

donde LSICh = Limite superior del intezvalo de
confianza para la ordenada al orfigen.

LSICh = mLg + b = ,{ $0.95 (1/n + (LC -
x)S/Snx) 1/5 ) Sy/x

donde Ssx = (n-1)8%x .
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