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1. INTRODUCCION

El propSsito de este trabajo es contribuir al estable-
cimiento de bases en la terapia antituberculosa, que nos -
permitan optimizar el répimen de dosificacidn de corta dura

cidn empleado actualmente en el pais, para el tratamiento -

de dicha enfermedad.

Actualmente 12 isoniacida se considera el féarmaco de -
cleccidn para la terapia antituberculosa, se emplea concomj
tantemente con otros firmacos como la rifampicina, estrepto
micina, etambutol v pirazinamida, para evitar que se pueda

generar resistencia microbiana.

La isoniacida se incluye en todos los regimenes de do-

sificacidn, debido a que e¢s la mis barata y potente.

la primera fase necesaria en ecste proyecto fue 1a de -
seleccionar. v validar un mftodo analitico confiable, de pre
ferencia sencillo ¥ de bajo costo gue permitiera cuantifi-
car la isonjacida de mancra confiable en plasma de sujetos
sanos voluntarios, asi como la de determinar que caracteris
ticas metabflicas presentan, ya que 1a biotransformacidn de
la isoniacidz esta determinada genéticamente, y esto puede

influir en ia respuesta terapéutica.



1.1. Generalidades de Isiniacida.

La sintesis de la isoniacida fue reportada en 1921 por

Meyer y Mally, pero no fuc hasta los afios 1050's que tres -
grupos de investigadores, en forma independicente v simulti-

nea descubrieron su marcada actividad antituberculosa. (1).

T.1.1. Nombre y férmula.

Su nombre genérico es: isoniacida, Hidracina del dcido

isonicotinico; INH, Isonicotinilhidrazina, I[sonicotinoilhi-

frazina, Tubazid. (2,3).

Nembre quimico: 4-Piridin hidracina del dcido carboxi

lico, Piridin-4-carboxil hidrazina,
Piridin-hidrazina del {cido carboxT1ji

<o,
Férmula condensada:

CgHy N3 O

rrollada:

Férmula

CONHNHZ

Z=
N

Pm o= 137.14



1.1.2.. Propicdades fisicoquimicas.

Cristales incoloros, inodoros o polve cristalino, con

un sabor ligeramente dulce primero y amargo después, tienc

un punto de fusaén de 172°C. (3).

Soiubilidad en agua: 4 g de isoniacida son solubles

en 100 ml de agua a 25°C, 26 g son solubles en 160 ml de

agua a 40°C. (2).

1.t

3

Constante de disociacién 3 x 10

Solubilidad en solventes.

Soclvente Solubilidad
Etanol (25°C) 2 g/1u0 ml1
Etanol (hirviendo) 10 g/100 ml
Clorofarmo 0.1 g/100 ml
Etil eter muy ligeramente soluble
Benceno insoluble

de una solucién (1 en 10) es de 6 - 7.5

= 3.6
=11

. Estabilidad

La isoniacida es estable por varizs seémanas en

soluéién amortiguadora a pH-= 8. Hald establece que la iso



niacida sufre una oxidacidn lenta en solucidn acuosa, pero -
en presencia de sacarosa, la isoniacida reacciena con la al-
dohexosa formada por inversidn. La reaccién con la sacarosa
puede ser inhibida por la adicidn de 0.2 § de citrato de so-

dio.

Poole y Meyer, reportan que la isoniacida es inestable
en plasma. La inestabilidad en plasma se puede retardar con

servando las muestras a 5°C. (3).

En cuanto a la estabilidad de 1a isonjiacida en suero y
orina; una concentracién de 10 mcg/ml a 25°C, sc¢ degradd ca-
si tres cuartas partcs después de unas semanas de almacena-
miento. Alrededor del 10 ¢ de isoniacida, se transformd 2
dcido isonicotinico. La estabiladad fue considerablemente -
incrementada por medio de una extraccidén con 1-butanol 'y des
pués de una semana fue de 65 y 82 % para suero y orina ves-

pectivamente Je la cantidad inicial. {(4).

Se demostrd gue en 1o inestabilidad de la iseoniacida en
orina puede contripuir ia contaminacidn bacteriana, la - -
cuatl puede ser climinada por la adicifn de timol ceme conser

vador. [E RN

La deeradacion de. isoniacida en suero a partir . de una -

concentracién de ‘10 mcg/ml -que se almacend durante 6 meses a



- 20°C fue de 4 % al mes. (4).

(4)

Peters concluye que la 1soniacida es estable por un
periodo de 56 dias, cuando se almacena en congelacién a - -

- 18°C.

1.1.4, Mecanismo de accién.

Aunque el mecanismo de accidn de la isoniacida -
es desconocido, hay varias hipdtesis: cfectos sobre los 11-
pidos, biosintesis de dcidos nucl@ices v glucdlisis. Han su
gerido que existe una accibn primaria de la isoniacida que -
inhibe la biosintesis de los Gcidos mic6lices, importantes -
constituventes de la pared celular microbacteriana. Concen-
traciones pequcitas del féirmace pueden impedir la elongacidn
del dcide graso de cadena muy larga, precursor de la melécu-
la.  Como los dcidos micflices son exclusivos de las micobac
terias, esta accidn explicaria el alte grado de selectividad
de la actividad antimicrobiana de la isoniacida. BSole los -
bacilos tuberculosos sensibles a la isoniacida captan ¢l fdr

maco. (3).

1.1.5. Caracteristicas farmacocindticas.

La isoniacida se absorbe ffcilmente por el trac-,



to gastrointestinal., Después de unn dosis oral, las concen-
traciones miximas en sangre se slcanzan entre 0.75 v 2.0 ho-
ras (5,0). Se difunde ficilmente en todes los liquidos vy <&
lulas corporales. E1 firmaco se detccta en cantidades sipni
ficativas en el liquido cefaloraquideo aproximadamente el -

20 % de las plasmiticas., (2,5).

E1 volumen de distribucidn es de 60 % cen relacidn al pe

so corporal. (7).
No se une a proteinas plasmiticas. (5,7,8).

Después de una dosis intravenosa de 5 mg/kg administra-
da a 300 sujetos en Finlandia, se mostrd cluramente una dis-
tribucién bimodal (34). Esto es debido a que se -han renorta-
do 2 tipos de poblaciones, depcendiende de la capacidad de me
tabolismo; siendo esta una caructeristica, gue estid rclacio-
nada con la actividad de la enzime N-acetilwtransferasa del -
higado (1). Los inactivadores lentos tienen menos N-acvetil-

Transferass que ius iaactiv

punaite lae myopie

dades de tuas enzimas purificadas obtenidas en ambos fenorni--
pos parecen idénticas, es posible que los inactivadores len-

tos sinteticen Lla eniima <on mas jentitud o 1a degr

ripidamente que le normal. 9.

.
La isoniacida se metaboliza por N-acetilacién v en me-



nor proporcidn por hidr6lisis. Los mayores productos de ex
crecién urinaria son: isoniacida intacta, isonicotilhidra-
c¢ina del dc. pirfivico, isonicotinohidrazona del dc. cetoglu
térico; acetilisoniacida, dc. isonicotinico, dc¢. isonicoti-
nirico. acetilhidracina y dc. 1,2 diacetilhidracina (1,10,

11). Sin embargo ninguno de estos metabolitos posecn acti-

vidad antituberculosa.

Las siguientes cantidades de metabolitos, expresadas -
en porcignto de 1la dosis, son excretadas en laz orina por -
acetiladores ripidos y lentos respectivamente, 24 horas des
pués de la administracidén de una dosis (nica de 300 mg de -
isoniacida: 46 %, 28.9 1 como acetilisoniacida; 1.8 % como
acetilhidrqcinn y 23 %, 4.9 % como diacetilhidracina (12).
La eliminacién de la isoniacida depende de la velocidad de
acctilacifn, en pacientes con funcién renal normal, un 50-
70 % de una dosis aparece en la orina en 24 horas, princi-
palmente como metabolito (2). Algunos autores reportan un

75-95 % como metabolitos (61, v en forma inalterada, 5-27 %

(8).

Después de la administracién de una dosis oral de iso-
niacida a inactivadores lentos, se determinaron 1as concan-
traciones plasmiticas, y se¢ obtuvieron: concentracibn mixj

Lma (Cmax} 7.%6 - 9.15 -g/m}: t;empn maAximo (tm“x) ¢.75 - -

me
1.03 horas; y ¢l dreca bajo la curva (ABC) 49.% - 50.6 - - -



meg hr/ml (6). la concentracidn plasmitica promedio de iso-
niacida en los inactivadores ripidos ¢s de¢ 30 a 50 % con res

pecto & los lentos (6.

El tiempo de vida media para inactivadores ripidos esta
en el intervalo de 40 - 110 min, v para los lentes de 140 -

270 min. (2,7,8,10,13).

Se asume en general un modelo abierto de un comparti- -
miento para la farmacocinética de Isoniacida administrade -

por via oral (6,10).
La depuracidn renal es de 41 ml/min, (8). Esta depende
solamente en escaso grado del estado de la funcidn renal, pe

ro los pacientes que son inactivadores lentos pueden presen-

tar toxicidad si su funcidn renal se encucntra alterada (7).

1.1.6. Tratamiento.

Algunos de los tratamientos efectivoes de la tu-

berculosis pulmonar no complicada, consiste en la administra
cidn de isoniacida, 5 mé/kg (hasta 300 me/dia) mids rifampici
na, 600 mg 1 ve:z por dia. Tanbién debe incluirse piridoxina,
de 15 a 50 mg/dia, para la mavoria de los pacientes adultos.

El régimen usual para lactantes y nines, es la administra-

cidn de isoniacida 10 a 20 mg/kg por dia (miximo de 300 my),



mds rifampicina 10 mg/kg (mdximo de 600 mg). E1 tratamiento
debe continuarse de 9 a 12 meses. Otro régimen efectivo pa-
ra la tuberculosis pulmonar leve o moderadamente severu, con
siste en isoniacida (300 mg/dia) mis ctambutol (15 mg/kg/dia)
durante 18 a 24 meses. Se ha observado la eficacia de pro-

gramas terapéuticos de scis meses de duracidén. Durante los

primeros 2 meses incluyen isoniacida, rifampicina, estrepto-
micina y pirazinamida, los siguientes 4 meses, isoniacida v
rifampicina (5). El nivel de isoniacida enbsuero debe ser -
minimo de 0.4 meg/ml a las 6 hrs, siendo esto necesario para

obtener una actividad antimicrobiana adecuada.

Ciertos pacientes deben ser tratados con 5 féirmacos ini
cialmente para asegurarse que ¢l microorganismo serd scnsi-
ble por lo menos a 2 de los agentes empleados. E1 tercer -
agente puede ser etambutol o la estreptemicina (1 g¢g/dia). La
dosis de estreptomicina es reducida a 1 g, 2 veces por sema-

na después de 2 meses (5).

La dosis usual de isoniacida en tuberculosis es de 4-3
mé/kg de peso/dia oral, o dosis dividida hasta un miximo de
300 mg al dia; dosis de 10 mg/kg de peso diario, puede ser -
dada ‘durante la primera o segunda semana del tratamiento de
12 meningitis tuberculosa. Uha dosis de 15 mg/kg se emplea

2 veces a la semana en tratamiento intermitente (2).



- 10 -

Se ha sugerido que es posible administrar sin riesgo -~
300 mg/dia de isoniacida en sujetos, basandose cn pruebas -
funcionales renales dadas por 1la concentracibn plasmitica de

creatinina (nivel menor de 12¢ mcg/ml) {5).

La isoniacida se puede administrar intratecalmente en
dosis de 25 a 50 mg diarios para adulteos vy 10 a 20 myg dia-

rios para ninos,

En personas que estin en contacto con cnfermos tubercu-
losos, en las que existe evidencia comprobada de infeccibn -
adn §icnd0 asintomftica y aquellas que presentan anteceden-
tes de tuberculosis, se recomienda como profilaxis, adminis-
trar una dosis de 300 mg de isoniacida diaria por un aflo (2,

143 .

Los tratamientos antituberculosos en México, recomends -

dos por 1a Secretaria de Salud (135), son:

Tratamiento primario autoadministrado (12 meses):
- TFase!intensiva: o0 dosis {2 meses) isoniacida 300 mg
etanhutol 1200 mg, estrentomicina -

1 g (diaria).

- -Fase sostén: 300 ‘dosis (10 meses).

Isoniacida 300 me, etambutol ?Znhmg.




Tratamiento primario de corta duracidn, supervisado (hasta 7 -

meses de duracidn) .

- Fase intensiva: 060 dosis, diarioc de Junes a siabado -
hasta 3 meses.
Isoniacida 300 mg, rifampicina 600 myg,
estreptomicina 1 g, pirazinamida 2 g.
- Fasc sostén: 30 dosis intermitentes, 2 veces por
) semana, hasta 4 meses.

Isoniacida 800 mg, rifampicina 600 mg.

Un problema que sc prescnta durante el tratamicnto es que
puede surgiz resistencia ripidamente v es funcién de la magni-
tud de la poblacién bacteriana presente en la lesién. La im-
portancia clinica de la resistencia a la isoniacida depende -
del tipo de enfermedad tuberculosa. Es sigpificativa tal re-
sistencia si hay un gran foco de infeccidn persistente, pero -
no lu e¢s tanto si la enfermedad es minina.  La adicién de un -
segundo o un tercer antituberculoso retarda el comienzo de 1la

resistencia. En raras ocasiones se observa resistencia cruza-

da con otros antituberculosos.

ia isoniacida es tuberculocida o tuberculostitica in vi-
tro, lo cual depende de factores como ¢l nGimero de microorga-
nismos presentes y la concentracidén del fidrmaco. La concentra

cidn tuberculostitica minima de la isoniacida para casi todas



las cepas, al parccer es de 0.05 mecg/ml. ( 16).

1.3.7., Efectos indescables.

La isoniacida no es un Yarmaceo muy téxico, y las reuac- --

ciones adversas ocurrcn ¢ alrededor de 5 porcicnto de los pa-

cientes, cuando se¢ utilizan las dosis usuales; dicha frecuen-

cia

aumenta con dosis mavores, v las reacciones adversas, so-

bre todo la polineuritis c¢s mis frecuente en los pacientes yue

son inactivadores lentos (mayor concentracidn sanguinea), que

on

los inactivadores ripidos.

Las manifestaciones tdxicas afectan el sistema nervioso,

gastrointestinal, el higado, existiendo ademis fendmenos alér-

gicos y hemdticos, estos G1timos probablemente por sensibiliza

Los trastornos nervicsos son 1os principales y correspon-

den a una polineuvritis periférica caracterizada per pares-

scu Tucde presenrarse inguietud,
insomnio, cofalea, temhlores, hiperreflexia y también con-
vulsicnes tonicocldnicas en pacientes con anteccdentes ¢pi

léptices; se han observado verdaderas pricesis en sujerc:

con antecedentes de enfermedades mentales.

Las manifestaciones gastrointestinales consisten en anore-

xia, nduseas y constipacidn.




3. Los trastornos hepiticos consisten en: hepatitis con icte-
ricia y aumento del nivel de transaminasas en el sucro san
guineo. Al parccer la hepatotoxicidad es mas frecuente en
los acetiladores réapidos, probablemente debido a 1a forma-
cidén de acetilhidracina a partir de lo acetiliscniazida.

4.

Los fendmenos alérgicos consisten en fiebre, dermatitis y

accesos asmiticos.

. Los trastornos hewmadticos, raros y de probablemente origen

alérgico, sen la phrpura, a veces hemorrigica {(hematuria,

hemoptisis, hemorragia rectal}, lcucepenia, eosinofilia vy
adn agranulocitosis.

La isoniacida debe utilizavse con mucho cuidado en los pa
‘¢ientes con antecedentes cpilépticos, que han de ser sometidos
a4 un tratamiento con firmacos anticonvulsivantes, mientras cs-
ten recibicnde el farmaco; én 1a misma forma, la isoniacida de
be emplearse con cuidado en los sujetos que han padecido algu-
na enfermedad mental, y asi mismo, en los pacientes con tras-
tornos hepdticos. 14,17y .

1.1,

Aplicaciecnes terapduticas.

La isonjacida es el principal farmaco utilizade pa

ra el tratamiento primario de la tuberculosis pulmonar, en con



juneidn con otros agentes como etambutol, rifampicina, aminosa
licilato de sodjo o estreptomicina. Es Otil para la profila-

xis de la tuberculesis. La isoniacida parecec ser la mis efec-
tiva en el tratamiento de lesiones extrapulmonares, incluvendo
meningitis y enfermedades genitourinarias, Piridoxipa 50 a -

100 mg al dia, c¢s dada en conjuncidn con dsoniacida para cvi-*

tar neurotoxicidad. {2).




2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Un alto porcentaje de muertes ocurridas en México en las
Gltimas décadas, es debido a enfermedades infecciosas v para-

sitarias,. (15).

La tuberculosis es un padecimiento infeccioso producido
generalmente por Mycobacterium Tuberculosis, gue se presenta
especialmente en paises subdesarvollados, se considera gque es
responsable de 3 millones de muertes y de la aparicién de 4 a
5 millones de casos baciliferos nuevos cada afio, dos de cada

3 enfermos fallecen en menos de 2 afics. (15).

La tuberculosis es un importante prcoblema de salud pibli
ca en México, debido a la escases de servicios sanitoasisten-
ciales y bajos niveles generales de vida, lo cual nec permite
que haga un avance hacia la erradicacidn total del problema -
afin a pesar dec las campaiias de medicina preventiva realiczadas

por las diferentes instituciones de salud., (151},

Resulza de gran interés vevisar la evolucidn que ha teni
do en México la mortalidad causada por tuberculosis. En el .-
periodo de 1873-1982, disminuyd de 16.3 a 6.9 por 100 mil ha-
bitantes, con un decremento de ¥$5.4 % en 10 afios ¥ un prome-
dic anual de 4.5 S. En 1982 falleciercn 6524 personas de tu-

berculosis, de las cuales 925 eran menores de 15 afios,; el nimero

de muertes represents 1.6 3 del total de las defunciones re-



gistradas en el pais, por 1o que la .tuberculosis ocupé el - -
cuarto lugar cntré todas las causas de muerte (15): en 1083

representd el 1.5 % deJ total de muertes y ocun6 el décimo -
cuarto lugar como causa de defuncidn, con una tusa de 9.3 por
100 mil habitantes., En ese mismo afio, las tasas dec defuncio-

nes por tuberculosis (por 100 mil) se debieron a las siguien-

tes localizuacicnes: aparate respivatorio 8.13 %; meninges v
sistema nervioso central 0.44; miliar 0.18; intestinal, geni-
tourinaria, de otros drguanos y Osea 0.23 5. (18).

Las entidades federativas con mayor tasa de mortalidad

en 1983 fueron: Baja Califorria Norte, Veracruz, Chihuahua,
Coahuila v Chiapas. {(15).

Las instituciones del sector, la Secretaria de Salud, -
el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) » el Instituto

de Segpuridad y Servicios Sociales para trabajadorcs del Fsta-

ut

do (ISSSTE), notificarnon en 1098, 18,027 (i3} y en 14§o, - -

16,431 (18) casos de tuberculosis de todas las loc

Se calcula que en los prbéximos dic:z afos, si no se lle-
van a cabo los métodos de control de la tuberculosis, 10 3 10
millones de individuos contraerin la enfermedad , de los cua-
tes dos tercios moririn y en 1los paises subdésarrollades va-
rioé millones de nifios contracgridn ¢l padecimiento v decenas -

de miles fallecerdn por meningitis tuberculosa. (15).



In el caso de 1la terapia antituberculosa, debido a la -
complejidad de los régimenes de dosificacién es de vital im-
portancia que en cada pafs se lleve a cabo una revisién muy -
amplia para determinar aue tan eficuaces son €stos 3 tener un
mejor control en cuanto a la toxicidad y eficacia que pueda -

presentarse.,

En publicaciones de la OPS, §!l Seminario fRegional sobre
tuberculosis (19), se menciona que se dispone de diversos ré-
gimenes de tratamiento de corta duracidn, y corresponde a las
autoridades de salud del pais, la scleccién de los esquemas -
mis adecuados teniendo en cuenta el costo, la disponibilidad
de recursos financicros, la eficacia v In toxicidad acepta-
hles. En México, el Instituto de Enferwedades Respiratorias
ha determinado cual de entre los diferentes régimenes proba-
dos, ¢s el mils eficaz y menos tdxico, sin embargo, nos llama
la atencibén que no se considere la diferencia genftica metabd
lica en cuanto al manejo de la isoniacida, que es un fdrmaco
de primera eleccibn en el tratamiento antituberculoso. Aun-
que cste medicamento es en general bien tolerado, puede cau-
sur wfectos adversos, cuva frecuencia varia dependiendo de . -
los fenotipos, asi como de las asociaciones con otros medica-

mentos de un pais a otro.

De acuerdo a lo anterior se puede prevenir y limitar al

miximo los efectos adversos mediante la eleccidn de una poso-



logia adecuwada vy el control sistemdtico antes de iniciar el

tratamiento.



o 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Algunos de los diferentes métodos veportados para cuanti
ficar isoniacida en fluidos biol6gicos son espectrofotométri-
cos {4,20,21), fluorométricos (4,22) v por cromatografia de -
liquidos de alta resolucidén. (

.

En la actualidad el espectrofotdmetro forma parte del. -
equipo general de la mavoria de los Inboratorjios, por leo cual
es descable un método espectrofotométrico para su uso rutina-
rio en la determinacitn de los niveles plasmiticos de isonia-

cida,

Para la cuantificacidn rutinaria de los niveles nlasmiti
cos se requiere de métodos analiticos sencillos, sensibles y
de preferencia de bajo costo, que sean suficientemente confia

bles para los fines propuestos del estudio.

De aqui la importancia de llevar a cabo la validacién -
del método cspectrofotomdétrico que se utilizari posteriormen-
te a la clasificacidn de los diferentes grupos de acetilado-

res que se pueden encontrar en una poblacién.

Es importante 1la clasificacidn del patrén metabdlico de
la isoniacida en cuanto a la velocidad de acetilacién ya gue

por una parte es el fdrmaco de eleccidn en el tratamiento de
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la tuberculosis y por otra se ticnen reportes de que los inag
tivadores lentos tienden a presehitar niveles plasmiticos mis

prolongados después de la administracion de una dosis cstdn-

|

dar en comparaci6n con les inactivadores rdpidos, debido a e
to presentan diversas reacciones adversas entre las que se eon

cuentran hepatitis y neuritis periférica. (id, 17},
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4. OBJETIVOS

Seguir los niveles plasmiticos de isoniacida en suje-
tos sanos voluntarios, en una noblacidn pequefia, que
nos permita obtener un conocimiento bisico de 1la va-

riabilidad individual (tipo de acetilador).

'alidar un método espectrofotométrico que permita, -
anfilisis confiubles de isoniacida en muestras plasmi-

ticas.

Contribuir con una muestra a la caracterizncidn gené-

tica de acetilacidn en 1a poblacién mexicana.



5. HIPOTES1S

De acuerdo a las caracteristicas genéticas, existen 2 ti
pos de poblacjiones para la acetilacién de isoniacidu: aceti
ladores lentos y vdpidos, Una propiedad farmacecingtica qgue
nos ayuda o determinar el tipo de acetilader en cl tiempo de
vida media (tl/z). 85i el t‘/z de las sujetos que particinen
en ¢l estudio se cncuentra cntre: 10 - 1IQ wmin, sc clasif{i-
cardn como acetiladores rdpidos v de 140 - 240 min, como acg

tiladores lentos. (2,7,8,10,13)

Debido a que hay variaciecnes cn el curso temporal de las
concentraciones plasmiticas de isoniacida en los Jdos tipos
de acctiladores, las fdreas bajo la curva serdn diferentes vy

probablemente mayvores para los acetiladores lentos.

Debido a que la isoniacida se absorbe rénidamente se es-

pera encontrar los t .. en el siguiente intervale reportado

0.75 - 2.0 hrs. (5,6)
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6. . PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Material, reactivos, seolucjiones y equipo.

~ Material.

Pipetas volumétricas 1, 5, 10 ml.
Matraz volumétrico 10, 50, 100 ml.
Tubo de ensaye 16 x 100 mn.

Gradilla para tubos de ensave.

Vasos de precipitados 10, 30, 100 ml.
Pipetas graduadas 5 ml.

Celdus para espectrofotémetro.

Probeta 100 ml.

- Reactivos.

Metil isobutil cctona R.A. Baker.

Acido 2,4,6 trinitrobencensulfénico (sintetizado en’
Escucla Nacional deCiencias Bioldgicas, IPN.}.

ver anexo.

-Acido c€itrico R.A. Baker.

Dextrosa R.A. Baker.

Citrato de sodio. ' Merck.

Fosfato de potasio dibdsice R.A. Béker.

Isoniacida (materia prima). Squibb.



Soluciones.

Solucién patrdn de isoniacida 1 mp/ml en agua desti-
lada.

Solucién 1.95 M de Fosfato de potasioc dibdsico.
Solucidén de dc. 2,4,6 trinitrobencensulfbnice 250
mg/S0 ml de agua destilada.

Spolucidén dextrosa citrato (0.8 g de dc. citrico,

2.2 g citrato de sodio, 2,3 g glucosa en 100 ml de

agua) .

Equipo.

RBalanza analitica Sartorius.

Vortex Mixer.

Cronfémetro Haste Sport 7 Jewels
Centrifuga IEC Clinical Damon.

Roto torque Cole Parmer Modelo 7637.
Espectrofotémetro Varian DMS 0.

Microcomputadora HP §5, Modele 91300.



6.2. Procedimicnto.

Estandarizacién del método.

Fue utilizado el método reportado por Dymend (24). Que
consiste en la reaccifn entre el grupo amino de 1a isoniacida
y el dcido 2,4,6 trinitrobencensulfdnico. El complejo colori
do se extrae con metil isobutil cetona y €ste presenta una ab

sorbancia mixima a una longitud de onda de 300 nm.

6.2.1. Ma&todo Analftico para Cuantificar Isoniacida.

A 1T mil de muestra (plasma, solucidn acuosa de¢ isoniaci-
da), se lc ayregd 5 ml de solucién de fosfato v sec apgitd § -
seg ¢n vortex, a estd mezcla se le adiciond 1.5 ml de dcido
2,4,6 trinitrobencensulfdnico y nuevamente se agitd en vortex
durante 5 seg, se¢ anadid ! ml de metil isobutil cotona; se -
dejf repoanr 15 min en !a ohscuridad a temperartura ambiente.
Posteriormonte s¢ agito 3¢ min en el roto torque y s¢ Centri-
fugd S min a 1500 rpm, separando la fase orgdnica v determi-

nando su absorbancia a 500 nm.

Scluciones estdndar de isoniacida

En un matraz volumétrico de 100 ml se colocaron 100 mg

de isoniacida, se diluyé con agua destilada hasta el aforo;-a



partir de esta sclucidn de 1 mg/ml, se hicieron diluciones -

adecuadas para obtener 1as siguientes concentraciones: 0.5,

1.0,

5.0,

5.0, 10.0 y 20.0 mcg/mil, tanto en agua como plasma.

Validacidn del Método Analitico.

[N

ro

Lxactitud, precisidén y linealidad.

Con ¢l fin de¢ cvuluar los parimnetros de la va
lidacién como sen: exactitud, précisién y lineali-
dad, se analizaron por quintuplicado muestras en -
agua y plasma conteniendo 0.5, 1.0, 3.0, 5.0, 10.0

¥ 20,0 mcg/ml de isoniuacida.

Precisién Inter-dias.

Con la finalidad de conocer li variacién de -
la determinacidn cspectrofotométrica de isoniacida
en solucidn acucsa y cn plasma en condiciones idén
ticas de operador, aparato, laboratorio, perc en -
diferonter coasicnes, se¢ hicieron determinaciones
conncidas en diferentes dias segln se muestran en

la tabla IV,

Minima concentracifn detectable.

Con el objeto de conocer la minima concentra-



c€ién que es posiblc detectar en agua y plasma, se
procedié a determinar muestras de concentraciones

de 0.4, 0.3, 0.2 mcg/ml, por quintuplicado.

.2. Porcentaje de recuperacidn.

Se obtendrd a partir de la comparacidn de las

miswas concentraciones de isoniacida en agua y - -

plasma.

Protocolo Experimental.

Participaron cn cl estudio, 7 sujetes sanos volunta-
rios, ambos sexos, con edad entre 25-35 afos y peso -

corporal de 50-75 kg.

15 dias antes y durante el estudio, no ingirieron -

otro medicamento.

Los participantes sc mantuvieron en ayunas un minimo
de 10 horas, antes de la administracidn del fdrmaco v
se les permitid ingerir el mismo tipo de alimento des

pués-de 4 horas post-administracibn.

Cada sujeto recibid una dosis oral de 500 mg de iso-
niacida en polvo, disuelta previamente en 50 ml de -

agua.




Antes de la administracién del férmaco sc¢ tomd una -
muestra de 10 ml de sangre. Posteriormente sc colec-
taron muestras sanpguineas de 5 ml en tubos que conte-
nian 0.83 ml de solucibn dextrosa-citrato, a los si-

guientes tiempos: 5.0, 10,0, 20.0, 30.0, 45.0, 60.0,

120.0, 150.0, 180.0, 240.0,<300.0¢, 330.0, 360.0 min.,
despuds de la administracin, las muestras fueron cen
trifugadas, separdndosc el plasma y anzlizindose inmg
diatamentc. Por el método analitico descrito c¢n la -

seccién 6.2.1.



7. RESULTADOS

7.1. Validacién del método analitico.

Los resultados obtenidos al seguir los procedimientos
explicados en la validacidn del método analitico, se presen
.
tan a continuacibn:

7.3.1. Llinealidad de las curvas estindar en agua y plasma.
En la tabla I, se muestran resultados de las abserban-
cias para las concentraciones comprendidas entre 0.5 - 20.0

mcg/ml de isoniacida en agua, asi como ¢l coeficiente de va

riacidn en porciento (2.16 - 5.4). Mediante un andlisis de
regresidn promecdio, se obtuvo la ecuacidn de una linea recc-
ta con pendiente (m} de 0.03619, dntercepto (b) de 0.00638

v un coecficiente de determinacién (rz) de 0.9998 n = 5.

Al graficar los valores de las concentraciones contra
el promedic de las absorbancias, se vliienc unz relacidn 1}
neal como se muestra en la grdfica No. 1, las correspondien
tes desviaciones estdndar para esta curva, Se encuentran en

el intervalo de 0.0005 - 0.009,

En.1la tabla 11, se obtuvievon los coeficientes de va-

riacidén en porciento (1.29 - 15.38) para el intervalo de -



Tabla 1. MNeterminacién de Tsoniacida en agua

tone., A b s [} T b a n < i a
- c.v.
meg /il X S 1)
0.5 0.m8 0.017 0.018 0.017 0.018 0.0170 0.00054 3.1
1.0 0.029 0.028 0.031 0.032 0.031 0.0302 0.0016 5.4
3.0 n.102 0.091 0.095 0,101 0.107 0.0998 0.0053 5.3
5.0 0.162 0,164 .184 0.164 0.166 6.169 0.0087 5.19
10.0 0.317 0.370 0.360 0.351 0.351 0.355 0.0092 2.16 N
s
-

20.0 0.721 0.711 0.720 0.700 0.743 0.719 0.0015 2.2

licuacidén do Represidn

y = 0.03618 X + 0.00638

roo= 0.999
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GRAFICA 1. Calibracién de Isoniacida en agua.



Tabla II. Determinacién de Isoniacida en plasma
Conce. b s o r b n i cv.
_omcg/ml X S %)
g.5 .01 g.012 0.016 0.012 o.011 0.0130 0.002 15.38.
1.0 0.031 n.o3 0.03 0.031 0.03 0.0304 0.0054 1.18
3.0 o.101 0,106 0.108 0.109 0,112 0.1072 0.0040 3.81
5.0 0,109 0.1063 0.162 0.174 0.174 0.1684 0.0057 5.4
10.0 0.340 0.346 0.35 0.356 0.354 0.3504 0.0045 1.3
20.0 0.718 0.712 0.704 0.694. 0.703 0.7062 0.0097 1.29
cuacidn de Regpresidn.
y =" 0.0355 X + 0,0045
ro= 0.999

I
h



concentraciones entre 0.5 - 20.0 mcg/ml de isoniacida en -
plasma. Mediante un anilisis de regresidn promedio de ab-
sofbancia, se obtuvo la ecuacifn de una 1fnea recta con pen
diente (m) de 0.0355, intercepto (b) de 0.0045 y un coefi-

2
ciente de determinacidén (r°) de 0.999 n = S.

En la grifica No. 2, sc muestra una relacidén lineal en
tre los valores de las concentraciones v el promedio de las

absorbancias.

7.1.2. Porcentaje de recuperacién.

La tabla ‘III muestra el porcentaje de recuperacién dc
isoniacida en plasma; que fue de 101.30 % en promedio para

con n = 30.

7.1.5. Exactitud.

La propiedad del método de proporcionar resultados - -
cuantitatives lo mds cercanos al valor real se demostrd es-
tadisticamente, considerando leos datos del porcentaje recu-
perado ‘en promedio (10i1.30 ! 6.0), se determiné el interva-

lo de confianza al Tos ¢ (8¢.0 - 103.5), para n = 30.
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GRAFICA 2. Calibracién de Isoniacida en rlasna.



Tabia 1I1. Porcentaje de Trecupcracidn de Isoniacida en plasma

mcg/ml adicionados mcg/ml recuperados porcentaje de
de Isoniacida de Isoniacida Tecuperacioén
0.5 0.56 113.06
6.5 0.51 102,01
0.5 0.62 124.12
0.5 0.51 102.01
0.5 0.48 96.48
1.0 1.03 183.51
1.0 1.00 100.75
1.0 1.00 1006.75
1.0 1.03 103.51
1.0 1.00 100.75
3.0 2.97 98.98
3.0 3.10 103.59
3.0 3.16 105.43
3.0 3.19 106,36
3.0 3.27 109.12
5.0 4.85 96.98
5.0 4.68 93.66
5.0 4,06 93.11
5.0 +.99 99.74
5.0 4.99 09.74
10.0 9.74 97.4¢C
1.0 9.74 97.40
10.0 9.85 98.51
10.0 10.02 100.17
10.0 9.96 90.61
20.0 20.02 100,19
20.0 10,85 99,27
20.0 19.63 ag . "
20.0 18.36 88.78
20.0 “19.60 98 .03
X = 10t.50



7.1.4. Precisién (intra-dias)

Se determind emplcando n = 5, para c¢ada una de las copn
centraciones (0.5 a 20 mcg/ml), el mismo dia y ¢l mismo. ana
lista, se¢ analizaron estadisticamente empleando una .prueba
de “Jiz",y se obtuvo el intervalo de confianza al 97.5 % -

(4.77 - 7.88).

Precisidn inter-dias.

En la tabla IV, se muestran los datos obtenidos en dii
ferentes dias por un mismo analista, calculindose el coefi-
ciente de variacién en porciento (5.5 - 7.3) para el inter-
valo de concentraciones de 1.0 - 15.0 mcg/ml de isoniacida
en plasma. Se analizaron estadisticamente, empleando ”Jiz”
{ Ji cuadrada), y se obtuvo el intervalo de confianza al = -

97.5 ¢ (B.77 - 57.55).

7.1.5. Linealidad del mé&todo.

Para determinar la lincalidad del mBtode, se utilizo-
ron los resultados de las concentraciones adicicnadas v re-
cuperadas de isoniacida (tabla III). Se efectud el andiisis

de regresién lineul, calculindose el coeficiente de¢ correla
‘ cién-r2 = §.9969, la pendiente de la recta (m) = 0.9814 v

el intercepte (b) = 0.0543.



Tahla IV, PpPrecisi6n Tnter-dia del método de Isoniacida en plasmé

por un mismo analista on diferentes dias.

Conc . Absorbancia

meg/ml 1 2 " Si b 4 5 X reape’;'aciﬁn S
1 0.047 1.04 a.04 0.04 0,043 0.042 133.91 0.0030
s 0.206 0.18 a.18 0.175 0.182 0,184 105.27 - 0.00012
1o 0.370 0.38 0,34 n.34 0.355% 0.388 100.772 0.00019
15 0.555 0.555 0,855 103.44

Ecuacidn de Regresién
vy = U.0350 X + 0,00747

r = 0.999%6

-5 -



La gr&fica 3 muestra la curva obtenida para las con-

centraciones de 0.5 a 20.0 mcg/ml.

Se analizaron estadisticamente empleando una prueba de
''t" obteniendo el intervale de confianza para el intercepto
al 95 % {-0.0285 - 0.1365) vy el intervalo de confianza para

la pendiente al 85 % (0.9725 - 0.9901), con n = 30,

7.1.6. Minima concentracién detectable.

En la tabla V, se presentan las absorbancias de las -
concentraciones de 0.2 - 0.4 mcg/ml de isoniacida en agua,
‘sus coeficientes de variacidn estdn entre (11.76 » 22.66) ¥y
la desviacibn estdndar (0.001 - 0.002). Para las absorban-
cias de las concentraciones de 0.3 - 0.4 mcg/ml de isoniaci
da en plasma se calcularon los coeficientes de variacidn -

(42,15 - 50.98) y desviaciones estindar (0.004 - 0.005).

~1
~

Estudio de los niveles plasmiticos de Isoniacida des-

pués de la administracidn ovai de una solucidn en su-

jetos sanos voluntarios.

La tabla VI muestra los datos experimentales y estima-
dos (por el programa Estrip) de los niveles plasmiticos de
Isoniacida, después de 1ls administracidn oral de una solu-

cidn de. 500 mg a 7 sujetos sanos voluntarios.
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GRAF1CA 3. Recupeéracién de Tsdoniacida 2 partir de plasma.



Tabla V. Minima concentracidn detectable de Isoniacida en agua y plasma
A G UA ABSORBANCTA
Cone. e cv
Isoniacida % s V.
meg/ml (&3]
0.4 0.010 0.016 0,016 0.012 0.016 0.0152 0.00178 11.76
0.3 0.009 n.011 0.010 0.013 0.014 0.0114 0.00207 18.15
n.2 0.008 0.006 0.011 0.010 0.008 0.0086 0.00194 22.66
PLASMA
.4 0.008 0.019 0.0608 .01 0.009 0.011 0.0046 42.15
0.3 n.007 0.007 0.020 G.008 0.014 0.0112 0.00571 50.98

-t -




Tabln Vi. Niveles plasmfiticos de lsoniacida después de la administracién de
una solucitn oral conteniendo 5080 my a 7 sujctos sanos voluntarios

S S

'_lV"

1 3 4
Tiempo r(ng:Zm Tienpo 5.3;1‘7,61 Ticmpo ,ﬁ?;?,,, Tiempo ﬁi’g?m

(min) EXP EST (min) Xy EST {min} X EST (min) EXP EST
5 1.08 1.084 5 0.86 1.17 5 0.58 0.52
15 11.22 11.22 10 0.22 0.010 10 3.39 3.14 10 2.29 2.09
25 10.77 .20 20 1.32 1.57 20 4.80 4.83 22 3.47 4.59
40 10,24 10,01 30 2.88 2.76 45 5.84 5.12 30 5.70 5.58
55 R.21 8.88 45 4.34 3.99 60 4.99 4.80 45 7.03 6.54
85 6.88 6.99 60 4.064 4.75 a0 4.97 4.12 60 6.66 6.86
118 0. 09 5.50 90 5.12 5.40 120 3.65 3.53 120 6,15 6.20
1458 3.17 1.33 1zn 5.51 5.43 150 2.15 3.02 150 5.36 5.65
175 3.31 3.40 150 5.17 180 2.21 2.59 180 5.22 5.14
235 2.78 2.H1 180 4.81 210 1.93 2.21 210 5.08 4.66
265 2.38 1.66 240 4.01 270 1.65 1.63 270 4.04 3.84
295 1.39 i.30 300 3.30 300 1.62 1.40 300 3.36 3.48
325 1.058 1.03 330 2.98 330 1.39 1.19 360, 2.58 2.86
385 0. 44 0.63 360 2.7 360 0.97 1.02 420 2.49 2.36

390 2.44 ‘

* Sc. disolvid la lsoniacida en 50 ml de 1,0

Cont,......



«e.. Cont. Tahla VI.
SS Sh S_]
Ticmpo x(n::'lﬁm f ST Tiempo mcz%ﬂ EST Tiempo 522‘/:“‘ 1 ST
(min.) EXP . {min.) EXP - {min.) EXP
5 .44 5 1.32 1.87
10 2.43 3,35 10 4.82 4.33 0 1.37 1.84
20 8.24 8.04 20 6,17 7.63 20 5.62 4,34
30 703 AN an .74 9.42 30 .25 6.17
15 7.32 ir.260 45 10.07 10.42 45 R.901 8.00
814 (N .63 990 7.65 §.89 60 8.78 9.05
90 1.26 8.00 120 7.1 7.17 120 IR B 9.65
120 3.04 5.490 150 5.36 5.00 - -
150 .90 A2.64 240 4.55 2.70 180 7.82 8.46
180 1.51 300 1.99 1.64 360 5.08 4.95
210 1.20 b.54 360 0.65 0.99 - .-
345 0.5 0n.21
*  So disolvidé la I'soniacida en 50 ml de ”20
EXP = Resualiades experimentales.
! = Resul tados cstimados por el programa Estrip.

iy -
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Las grdficas 4 - 10, muestras el curso temporal de los
niveles plasmiticos (experimentales y estimados) para cada

uno de los sujetos.

La tabla VII resume los pardmetros farmacocinéticos de
los sujetos que participaron en ¢l estudio, tomados de los

datos originales.

La grédfica No. 11, mucstra los niveles plasmiticos es-

timados de isoniacida en los siete sujetos voluntarios.
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de 1a administracién oral de una sclucidn que cop

tenia 300 mg en el sujeto admero 3.
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Tabla VII. Pardmetros farmacocinéticos de 1a Isoniacida despuds de la
administracidn oral de 500 mg en solucifn en sujietos sanos

voluntarios,

Ka Y2 X3 Cmax N Cme AB C?, hrs -
Sujeto MRT tmin™ ") (min.) min™ 1 (min.) (mcgsml) (ncg/ml min™")
S] 118.02 0.1171 90.0 0.0077 15 11.22 1516.17
SZ 189.28 0.0271 271,24 0.00319 120 5.43 1552.30
53 146,42 0.1233 154.00 0.0045 45 5.12 995,822 ;
54 176.36 0.0655 234.91 0.00295 60 6.86 1860.87 T
SS 99.28 0.1475 74.516 0.0093 45 11.26 891.18
Sﬁ 132.22 0.0151 93.02 0.00745 45 10.42 1603.72
) 250.88 0.0248 226.47 0.00306 120 9.64 2628.12
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8, ANALISIS DE RESULTADOS

Nuestro intento inicial fue el de estandarizar la deter
minacién de isoniacida en plasma en base al método espectro-
fotométrico reportado por Ellard y Gammon (4). Sin embargo,
a pesar de haberse logrado reproducir, los inconvenientes -
son: el tamafio de muestra empleado, la cantidad y la desven
taja.de emplear 3 tipos de solventes de extraccidn, hicieron

que se rechazara.

8.1. Validacidn del método analitico.

Empleando el método de Dymond {24) modificado con res-
pecto a la agitacién, se obtuvo una eficiencia de recupera-
cidén de isoniacida en plasma de 101.3 % para las concentra-
ciones de 0.5 - 20 mcg/ml, lo cual es consistente con lo re-
portado en el articulo original de Dymond, con un 100 % de -
recuperacidn para las concentraciones de 1 y 10 mcg/ml. Asi
mismo, concuerda con los datos de Ellard y Gammon (4), donde
obtienep la misma recuperacidén de isoniacida en agna ¥ plas-
ma. Ctro autor, Stewart T. (20), reporta una eficiencia de

recuperacidn de 82.7 %,

El1 C.V. obtenido en este estudio fue de 4.30 ° en el in
tervalo de concentracién de 0.5 = 20 mcg/mi, siendo compara-

ble con lo reportado por Ellard v Gammon (4), que fue de - -



4.4. % en el intervalo de concentracidn de 0.5 - 10 mcg/ml.

De acuerdo con los resultados, el método es preciso y

exacto.

Al evaluar en forma cstadistica ¢l método fue lineal de
acuerdo a la ley de Beer, en un intervalo de concentracibn
de 0.5 - 20 mcg/ml, <on un coeficiente de correlacidn de -
0.999, lo cual es comparable con lo obrenido por Ellard y -
Gammon (4), que indican quc la desviacidén de la linealidad
no fue significativa para el range de concentracién de 0.2-

1.0 mcg/ml y de 0.5 - 10 mcg/ml.

La concentracién minima detectable de isoniacida en -
plasma fue de 0.5 mcg/ml, con un coeficiente de 15.4, toman
do como criterio de aceptacidn para los fines de cste estu-
dio, un coeficiente de variacién de -2Nn 2, siendo menor que
la reportada en el articulo original (1 mcg/ml). Ellard vy
Gammon (4), detectan una minima concentracifn de 6.3 mcg/mi,
considerande como criterio dos veces 1a magnitud del blance

de plasma.



8.2. Niveles plasmiticos de isoniacida después de la admi-

nistracién oral de una solucién _en sujetos sanos vo-

luntarios.

Mediante ¢l criterio de Akaike (15), se determind el
modelo matemitico que describe el comportamicnto de los ni-
veles plasmiticos de isoniacida, siendo el mds adecuade el
de un modelo abierto de un compartimiento, lo que concuerda
con lo reportado en la literatura por Ellard y Gammon (26)

y por Sued S. (6).

lina vez establecido el modelo matemidtico, se tomd como
base el tiempo de vida media, para clasificar el tipo de -
acetilador al que perteneccn los sujetos del estudio. To-
mando como criterio los reportes en la literatura que consi
deran que de 40-110 min, son acetiladeres réipidos y de 140-
240 min, son lentos, siendo asi, los sujetos del estudio 51,

Sg, S son rdpidos y S,» S3» Sy, S, lentos (2,7,8,10,13).

Cuapdo se empled el método de Dymond v Russell (24) pa
ra clasificar el tipo de acetilador encontramos que el pro-
medio de los niveles plasmiticos de isoniacida tomados a . -
las 3 horas después de la administracidn del férmaco nara -
los inactivadores rdpidos es de 3.0 mcg/ml v para los len-

tos de 5.8 mcg/ml, lo cual es comparable con lo reportado

por el autor, donde menciona que los niveles son de 2.1 - -



mcg/ml y de 5.0 mcg/ml para los rvdpidos y lentos respectiva

mente .

Las concentraciones plasmiticas miiximas (CP } encon-
tradas, muecstran una diferencia estadisticamente significa-
tiva (tgs %), entre Jos dos grupos de acetilasdores, sin em-
bargo en la literatura se menciona que no existe diferencia,

por lo que seria importante poder definir esto con un nime-

ro mayor de sujetos.

El tiempo méximo (tmax) para 6 sujetos se encontrd cn-
tre 45-120 min, lo que concuerda con lo reportado en la 1li-
teratura (5,6), uno de los sujctos presentd proceso de absor

cién mis ripido y su tha fue de 15 minutos.

X’

El promedio de la constante de absorcidn (Ka) fuec de -

-1 1

0.0932 min * 0.0693 v de 0.060175 min~ ' ¥ 0.04603, para

rdpidos v lentos respectivamente.

El promedio de 1la constante de eliminacidn (KdJ fue de
0.0081 min~' % 0.001 y de 0.0033 min~' * 0.0007 para aceti-
ladores lentos y rdpidos respectivamente, las cuales con- -
cuerdan con lc repertado por Ellard v Gammon (26) de 3.00R0

min'] y. 0.0036 min'1 para lentos 'y ripidos.

Considerando el 4rea bajo 1a curva (ABC)g hrs no fue -



posible observar una diferencia estadisticamente significa
tiva (tgs %), entre acetiladores lentos y rdpidos. ‘La 1li-
teratura menciona que si existe diferencia entre los dos -
tipos de acetiladores (27), pero tomando muestras hasta 24
horas.

6 hrs

il
tos, fue comparable a la reportada por Sued (6). No fue -

E1 (ABC) obtenida en el grupc de acetiladores len
posible recalizar comparacién de este pardmetro farmacocing
tico en el grupo de acetiladores ridpidos, por no encontrar

se reportes.

Otro pardmetro calculado, derivado de la tcoria de mo
mentos estadisticos fue el tiempo medio de residencia (MRT).
Al .agruparlos en base al tipo de acetilador sc observd di-
ferencia estadisticamente significativa (tzg5 i) entre ace-

tiladores lentos y rédpidos.



- 58 -

9. CONCLUSTONES

El método de Dymond y Russell con algunas modificacio
nes, seleccionando entre varios de los métodos espectrofo-
tométricos reportados, presentd caracteristicas de exacti-
tud, precisifn, sensibilidad y linecalidad, ademis de ser
sencillo, lo cual nos pecrmitidé emplearlo con confiabilidad
para los fines pricticos que se establecen en este estudio:
determinacidn de los niveles de isoniacida en plasma, des-
puds de la administracidn oral de una solucidn, asi mismo,
fue de utilidad para la caracterizacidn del comportamiento
farmacocinético, ‘el cual resultd ser adecuadamente descrito

por el modelo abie¢rto de un compartimiento.

. El t 1/2 obtenido para los 7 sujetos quc participaron
en el cstudio, permitié clasificarlos en el crupo de aceti
ladores correspondientes (rdpidos, lentos). Aunque la - -
mucstra para esto fue pequefia, no se presentaron ambigueda

des para su ubicacliln.

No fue posible establecer la diferencia entre las -
dreas bajo la curva para los dos tipos de acetiladores de-
bido a que la toma dc muestras debid de prolongarse hasta

las 24 horas, por 1o menos para acetiladores lentos.

Las concentriciones plasmidticas maximas (Cp ), mos-
" max :



traron una diferencia estadisticamente significativa para

los dos grupos de acetiladores.

Se cumplieron los objetivos planteados y se estin - -
asentando las bases para poder recalizar el estudio a nivel

clinico.
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10. RECOMENDACIONES

- Es importante analizar las muestras el mismo dia que
se obtienen, si no se cuenta con un congelador (temp.
-20°C), ya que la isoniacida presenta problemas dec es

tabilidad cn plasma.

- Tomar una muestra sanguinea a las 3 horas después de
la administracidn de isoniacida para definir el tipo

de acetilador.

- Muestrear un intervalo minimo de 24 horas, sobre todo
para los sujetos que pertenezcan al grupe de acetila-

dores lentos,




11. APENDICE I

Sintesis del Acido 2,4,6 Trinitrobencensulfénico

(Picrilsulfénico)

A una solucign caliente de dcido picrico 22.9 g (0.1
mol) en 200 ml de etanol al 95 %, se le adicion6 7.9 g de
piridina (8 ml1 6 0.1 mol). Fl sblido formado se filtrs,
el producto se identificd como picrato de piridina, se ob-
28

tuvo 30.7 g, 98 % de rendimiento (rend. 1it 98 %) punto

de fusién 165 - 167°C. (p.f. 1it>% 166°C).

Se calenté a reflujo por 30 minutos una mezcla de 30 g
(0.097 mol) de picrato de piridina, 10.3 g (0.067 mol & -
6.26 ml} de oxicloruro de fésforo y 70 ml de benceno. Se
separaron las dos fases formadas (benceno-oleosa), se lava
ron -con agua caliente. Posteriormente s¢ evapord el bence
no y se¢ obtuvd el producto identificidndose. como cloruro de

picrilo, de 1a fasc clevsu se obtuvd el mismo producto con

- una pureza idéntica. La rcaccién did 21 g, 8§4.85 ¢ de ren
dimiento (rend. 1it.508 ), punto de fusién 79-81°C. (p.f.
-3 .

lit ~779-81°C).

Se calenté en un bafo de vapor por 10 horas una mezcla
de 10 g (0.04039 mol) de cloruro de picrilo v 10 g (0.0502

mol) de metabisulfito de sodio suspendidas en 120 ml de



etanol absoluto, reemplazando el etanol que se¢ evapora.
Al termino de la rcaccibn se enfrid a 0°C y se filtré, el
s6lido formado se disolvid en 100 ml de acetona, y a esta
solucidn se le adiciond 5 ml de dAc. clorhidrico (conc.).
E1 NaCl que precipité se filtro, y ¢l filtrado se evapord
a sequedad. FEl producto se recristalizd por disolucién -
con una minima cantidad de acetona caliente, adicionando
cloroformo hasta que la cristalizacién concluyd, enfriin-
dose a 0°C y obteniéndose un producto amarillo nflide, -
que se identificé como el dcide 2,4,6 Trinitrobencensulfd
nico (C6H3N90 S-4H20) 7.1 g, 52.64 % rendimiento, punto -
de fusibn 170-174°C. (p.f. 1it.2? 174-177°C). (301.
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12, APENDICE 11

Linealidad ATt o S v/x
A
B * S_y/x t - et
Sx n-1 1 2

v~
]

173

y/x

coef. variacién

media

desviacidn estfindar

= error tipico de estimacidn

X1 - XZ

i]
Sp Ayt R,

varianza ponderada.

tl/Z = tiempo de vida media cpma:( = conc,
. plasmd
Ka = constante de absorcidn
tica -
Kd = constante de eliminacidn
mixima.
MRT = tiempo medic de residencia
ABC = area bajo la curva
Intervalo para exactitud X * s/ Jn t, &;—-
- n-1) s° (n-13 s?
intervalo para repetibilidad —— T
(precisién) xl- ; xl %
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