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Validacion del método analitico de la triyodotironina sédica
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Resumen

Objetivo: Validar el método analitico por espectrofotometria
ultravioleta de la triyodotironina sédica para poder utilizarlo en el
control de calidad del polvo diluido de dicho principio activo con
el que se elaborardn cdpsulas con 25 pg del mismo principio.

Material y métodos: Se realiza un andlisis por espectrofoto -
metria ultravioleta de la triyodotironina sddica para obtener su
espectro. Posteriormente se elabora una solucion madre de triyo-
dotironina sédica a partir de la cual se preparan 5 diluciones de
diferente concentracion para obtener la recta de calibracion y
estudiar asf la linealidad del método. A continuacién se seleccio-
nan 3 de las 5 diluciones para realizar los estudios de repititibilidad
y reproducibilidad. Para el estudio de la exactitud se preparan 2
soluciones patrones de diferentes concentraciones. Con cada una
de ellas se realizan 3 diluciones de diferente concentracion. Se
miden las absorbancias de los controles de ambas soluciones
patrén para poder comparar los resultados obtenidos.

Resultados: Se realiza un barrido entre 350 y 200 nm obte-
niéndose un maximo experimental a 319 nm. El método es lineal
para el intervalo de concentraciones considerado = 0,9985).
Los coeficientes de variacion son en torno al 2% indicando una
buena repetitibilidad y reproducibilidad del método. El porcentaje
medio de recuperacién en muestras de concentracién conocida
no difiere significativamente del 100% tedrico.

Conclusién: El método analitico estudiado es suficientemente
fiable para producir el resultado previsto dentro de intervalos defi-
nidos.

Palabras clave: Triyodotironina sédica. Validacion. Espectro-
fotometria ultravioleta.
Summary

Objective: To validate the ultraviolet spectrophotometry
analytical method for triiodothyronine sodium in order to use this
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method in the quality control process of a diluted powder of said
active principle for the manufacturing of 25 pg capsules.

Material and methods: An ultraviolet spectrophotometry
analysis is performed on triiodothyronine sodium to obtain its
spectrum. Subsequently, a mother solution of triiodothyronine
sodium is made, from which 5 different-concentration dilutions
are prepared in order to obtain a calibration line allowing the
study of the method’s linearity. Then 3 of these 5 dilutions are
selected for repeatability and reproducibility studies. Two pattern
solutions with differing concentrations are prepared for the accu-
racy study. Three different-concentration dilutions are prepared
from each of them. The absorbencies of controls for both pattern
solutions are measured to compare results obtained.

Results: A scan is performed between 350 and 200 nm, and
an experimental peak of 319 nm is obtained. The method proves
linear for the considered range of concentrations (rZ: 0.9985).
Variation coefficients are around 2%, thus indicating good repea-
tability and reproducibility. The mean percentage of recovery in
known-concentration samples does not significantly differ from
the theoretical 100 %.

Conclusion: The studied analytical method is adequately
reliable to result in a foreseen result within defined intervals.

Key words: Triiodothyronine sodium. Validation. Ultraviolet
spectrophotometry.

INTRODUCCION

La triyodotironina o T, es una hormona tiroidea que,
junto con la tiroxina o T,, es particularmente importante
en el desarrollo del sistema nervioso central. Las hormo-
nas tiroideas aumentan el consumo de oxigeno, el meta-
bolismo basal y el metabolismo de carbohidratos, protei-
nas y lipidos. La triyodotironina sddica, preparacién
sintética del isémero natural de la triyodotironina, puede
ser usada en pacientes con una inadecuada produccién de
hormona tiroidea endégena (1). El comienzo de la accién
de la misma es répido, desarrolldndose a las pocas horas
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de la administracién y su vida media es corta (1 dia frente
a7 u 8 dias de la tiroxina) (2), por esta razon, la triyodoti-
ronina no es la mejor eleccioén para mantener la funcién
tiroidea. La levotiroxina, sal sddica del isémero natural
de la tiroxina, es considerada el principio de eleccién
para la terapia de sustitucion en el hipotiroidismo.

La principal indicacién de la triyodotironina sddica es
el mantenimiento de la funcién tiroidea en pacientes con
lc3el'mcer de tiroides previo al rastreo con yodo radioactivo

L

Nuestro hospital viene utilizando la triyodotironina
sodica en los ultimos afios para mantener la actividad
tiroidea en aquellos pacientes con cdncer de tiroides antes
de realizar el rastreo con "'I. A dichos pacientes se le
suprime el tratamiento que estaban siguiendo con tiroxina
ya que ésta interfiere en el posterior rastreo que se lleva a
cabo con "'I. Se les inicia una terapia con triyodotironina
sédica durante 15 dias para evitar el hipotiroidismo sub-
clinico de los pacientes (sintomas como astenia, hipoter-
mia y bradicardia entre otros) y posteriormente se les
suprime la medicacién durante los siguientes 15 dias para
asi poder realizar la gammagrafia. Una dosis de triyodoti-
ronina sédica de 25 pg es aproximadamente igual en acti-
vidad a 100 pg de levotiroxina (3).

Es muy importante el control de las cdpsulas de triyo-
dotironina sodica de 25 ug debido a que una equivoca-
cion en la dosis puede producir efectos adversos graves
que corresponden a los sintomas del hipertiroidismo que
incluye: taquicardia, palpitaciones, dolor de cabeza, ner-
viosismo, excitabilidad, insomnio, temblores, etc. (3). De
ahi surge la iniciativa de nuestro Servicio de validar el
método analitico de estas formulaciones utilizando el
espectrofotémetro Lambda 40 y el programa estadistico
Rsigma Babel, evitando de este modo la posible apari-
cién de los efectos adversos anteriormente mencionados
en los pacientes que van a ser sometidos al rastreo para
detectar algtin posible resto de tumor tiroideo.

El objetivo de nuestro estudio es la validacién del
método analitico de la triyodotironina sédica por espec-
trofotometria ultravioleta (UV).

MATERIAL Y METODOS
Material utilizado

El espectrofotometro empleado es un Lambda 40 de
doble haz de Perkin Elmer para el rango UV-visible. Dos
fuentes de radiacion, una ldmpara de deuterio y una hal6-
gena, cubren el rango de longitud de onda de trabajo del
espectrofotémetro, de 190 nm a 1.100 nm. El monocro-
mador es un holégrafo céncavo enrejado con 1.053 line-
as/mm en el centro. El detector es un fotodiodo.

Los productos quimicos empleados fueron la triyodoti-
ronina sédica calidad Farmacopea Europea y el hidréxido
sddico lentejas para andlisis -ACS-ISO utilizado para la
elaboracion del hidréxido sédico 0,1 N.
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Las pesadas se realizaron en una balanza Sartorius de
precision (desviacion estdndar) 0,05 mg.

Método

Se ha utilizado como método analitico la espectrofoto-
metria ultravioleta. Basandonos en la bibliografia referen-
te a la valoracién analitica de la triyodotironina sédica se
encontrdé que la méxima absorcidn de esta sustancia es a
319 nm, valor dentro de la zona de ultravioleta, con una
absortividad especifica igual a 65 (dato confirmado por
diferentes investigadores). El disolvente empleado en las
disoluciones fue el hidréxido sédico 0,1 N (4-6).

Se preparé una solucién madre de 50 mg de triyodoti-
ronina sédica en 50 ml de NaOH O0,IN. Teniendo en
cuenta la ley de Lambert-Beer (absorbancia= absortivi-
dad especifica x espesor de cubeta x concentraciéon en
g/100 ml) y una previsién de absorbancia de 0,8, se obtu-
vo una concentracién experimental de 12,4 mg en 100 ml
del mismo disolvente. Con esta dilucién se realizé un
barrido entre 350 y 200 nm.

A partir de la disolucién madre (50/50) se prepararon 5
diluciones con las siguientes concentraciones:

—38 mg/100 ml de NaOH 0,1 N.

—10 mg/100 ml de NaOH 0,1 N.

—12 mg/100 ml de NaOH 0,1 N.

—13 mg/100 ml de NaOH 0,1 N.

—14 mg/100 ml de NaOH 0,1 N.

Se midieron espectrofotométricamente las absorban-
cias de estas 5 diluciones para obtener la recta de calibra-
cién (Tabla I).

Tabla I. Absorbancias medidas para cada concentraciéon

concentracion mg/100 ml/ absorbancia
8 0,4924
10 0,6099
12 0,7474
13 0,8179
14 0,8882

A continuacion se seleccionaron 3 de las 5 diluciones, la
de 10 mg/100 m (control bajo), la de 12 mg/100 m (control
medio) y la de 14 mg/100 m (control alto) y con ellas reali-
zamos los estudios de repetitibilidad y reproducibilidad.

Para el estudio de la repetitibilidad se realizaron 5
medidas de cada control el mismo dia a diferentes horas.

Para el estudio de la reproducibilidad se realizaron 5
medidas de cada control por dia a diferentes horas duran-
te 4 dias consecutivos.

Para el estudio de la exactitud se prepararon 2 soluciones
patrones de diferentes concentraciones, una de 50 mg de tri-
yodotironina sédica en 50 m de NaOH 0,1 N y otra de 50
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mg en 100 m del mismo disolvente. Con cada una de ellas
se realizaron 3 diluciones de diferente concentracion.

Con la solucién patrén de 50/50 las diluciones son las
siguientes:

—10 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control bajo).

—12 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control medio).

—14 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control alto).

Con la solucién patrén de 50/100 variamos las dilucio-
nes:

—11 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control bajo).

—14 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control medio).

—16 mg/100 m de NaOH 0,1 N (control alto).

Se midieron las absorbancias de cada control de la pri-
mera y segunda solucién patrén 5 veces intradia para
poder comparar los resultados obtenidos.

Analisis estadistico de la validaciéon

La validacién del método analitico de la triyodotironi-
na sédica se realizé utilizando el programa estadistico
Rsigma Babel. Tras introducir todos los resultados obte-
nidos, el programa nos ofrecid la ecuacion de la recta de
calibracién asi como otros datos estadisticos de interés: el
o factor de regresion, la t de Student, el grado de signi-
ficacién, los porcentajes de recuperaciéon medio de los
distintos controles, la media de las medias y los coefi-
cientes de variacioén (7,8).

RESULTADOS

Se realiz6 un barrido para comprobar el méiximo
bibliografico desde 350 a 200 nm, obteniéndose un méxi-
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mo experimental a 319 nm cuya absorbancia fue de
0,7962, siendo la absortividad especifica experimental de
64,2 (Fig.1).

La ecuacion de la curva de calibracién de las concen-
traciones respecto a las absorbancias fue:

A =-0.044768 + 0.066309 x C.

A = resultados de absorbancia.

C = concentracién en g/100 m.

El coeficiente de correlacién r fue igual a 0,9985, lo
que indic6 que la curva tiene una buena relacién lineal
(Fig. 2). La ordenada en el origen no difiere estadistica-
mente de cero.

Fig. 1.- Representacion del espectro de triyodotironina sédica.
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Fig. 2.- Recta de calibracion de la triyodotironina sédica.
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Tabla Il. Estudio de la repetibilidad
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Tabla lll. Estudio de la reproducibilidad

Ne de
andlisis

Senal de
absorbancia

Senal media
mg/100m|

Concentracién

del control CV (%)

0,624
0,629
0,634
0,635
0,634

10 mg/100 ml 5 10,19 0,68

0,72
0,743
0,744
0,746
0,747

12 mg/100 ml 5 11,83 1,43

0,868
0,909
0,917
0,914
0,917

14 mg/100 ml 5 14,3 2,2

Los resultados obtenidos mediante el programa
estadistico Rsigma Babel fueron unos coeficientes
de variacién (CV) inferior al 11%, esto nos indicé
que nuestro modelo tiene una buena repetitibilidad
(Tabla II).

Para el estudio de la reproducibilidad, el procesado
de muestras se realizé en diferentes dias a diferentes
horas; igual que en el caso anterior, el coeficiente de
variacion (CV) es inferior al 11%, lo que nos indicd
que nuestro modelo tiene buena reproducibilidad
(Tabla III) (7).

Al realizar el estudio de la exactitud se observé que
comparando el porcentaje tedrico (100%) respecto a la
media global o media de las medias de los 3 controles,
daba como resultado una t de Student igual a 1,7523 y
una probabilidad (P) igual a 0,13027 que, al ser supe-
rior a 0,05, nos indic6 que no existen diferencias esta-
disticamente significativas, lo que confirma la buena
exactitud del método (Tabla IV).

DISCUSION

La elaboracioén de las cdpsulas de triyodotironina sédi-
ca de 25 pg es especial debido a la baja concentracion de
las mismas. La validacién de este método analitico es
fundamental para poder realizar un control del principio
activo con el que se prepararan las mismas. Es necesario
realizar 3 diluciones del principio activo (1/10, 1/100 y
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Concentracion Sefial de absorbancia Sefial media
del control mg/100 ml Cv (%)
Dia 1° Dia2° Dia3° Dia4*
0,62 0,612 0,64 0,642
0,617 0,605 0,643 0,648
10 mg/100 ml 0,614 0,63 0,646 0,64 10,2 2,05
0,623 0,634 0,647 0,643
0,625 0,64 0,647 0,643
0,74 0,742 0,78 0,782
0,753 0,739 0,78 0,782
12 mg/100 m| 0,756 0,769 0,785 0,782 12,28 1,97
0,76 0,772 0,78 0,781
0,758 0,778 0,781 0,783
0,88 0,887 0,922 0,927
0,895 0,879 0,923 0,928
14 mg/100 ml 0,9 0,914 0,923 0,925 14,4 1,7
0,9 0,913 0,924 0,926
0,902 0,916 0,924 0,915
Tabla IV. Estudio de la exactitud
Concentracion ~ N°de % de recuperacion respecto %
del control andlisis de la concentracion Medio
tedrica del control
100,85
101,6
10 mg/100 ml 5 102,36 101,94
102,5
102,36
96,1
99
12 mg/100 ml 5 99,12 98,62
99,37
99,5
98,32
102,73
14 mg/100 ml 5 103,6 102,3
108,27
103,6
% medio global 100,95
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1/1.000). El polvo que se analiza por espectrofotometria
UV es el de la segunda dilucién (1 g de polvo de la pri-
mera dilucion + 0,5 g de talco + 8,5 g de celulosa micro-
cristalina). Este polvo tiene una concentracién de triyo-
dotironina sédica de 100 mg en 10 g de excipiente. El
motivo de utilizar esta dilucidn para su control espectro-
fotométrico es porque con ella se puede llegar facilmente
y sin error a una concentracion que nos entre dentro de la
recta de calibracion. Si se utilizase la tercera dilucién la
cantidad de muestra seria excesiva y el error mayor. Una
vez analizada esta dilucién, se prepara la tercera realizan-
do un control de pesada en el proceso de elaboracién de
las cdpsulas.

La precisioén se expresa matematicamente por la des-
viacidn estdndar o, preferiblemente, por el coeficiente de
variaciéon. Horwitz y Kolthoff indican coeficientes de
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variaciéon maximos permitidos en funcién del porcentaje
de analito en la muestra (7). Si el porcentaje estd com-
prendido en el rango entre 0,01-0,001, el CV (%) maxi-
mo estd entre 8 y 11,3%. Al ser los coeficientes de varia-
cion obtenidos en nuestro estudio inferiores al 8%
podemos concluir que nuestro método analitico tiene una
buena precision para el andlisis de nuestra materia prima.

El método analitico empleado para la valoracién de la
triyodotironina sédica se puede validar ya que es lo sufi-
cientemente fiable como para producir el resultado pre-
visto dentro de intervalos definidos.

El control de las capsulas de triyodotironina sédica de
25 pg se realiza mediante un método indirecto ya que
valoramos espectrofotométricamente hasta la segunda
dilucién (1/100) y se completa con un control de pesada
en el proceso de elaboracién.
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