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INTRODUCCION

Las micosis mas frecuentes, son las llamadas Dermatomicosis,
debido a que los agentes productores son los hongos Dermatofitos,
principalmente los pertenecientes a los géneros Microsporum y
Trichophyton. '

En base a lo anterior, para su tratamiento, se han desarroliado.
diversas formulaciones farmacéuticas; sin embargo, ante estas
‘situaciones se recurre a un antibiético antimicético, cuyo principio
activo es Griseofulvina pues para tal efecto, resuita muy eficaz.

Toda formulacién farmacéutica requiere de un analisis que
asegure ia calidad y funcion para la que fue creada. Para dicho andlisis
se han desarroilado varios meétodos con una sensibilidad y -
- especificidad determinada, métodos que van desde los més simples
hasta los mas sofisticados y los cuales, cada laboratorio adapta a sus
necesidades y posibiiidades.

En el presente trabajo, se implementdé un método por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para la cuantificacion de
griseofulvina en plasma y para asegurar la confiabilidad de éste, se
realiz la validacion.

Considerando los resultados obtenidos, se deduce ia aceptacion
del método como altemativa de andlisis de griseofuivina puesto que
cumple con los requisitos establecidos por los criterios de validacion; y
con base en esto, se concluye que ei método es lineal, especifico,
preciso, exacto y reproducible ademas de sencillo.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

1.1. CROMATOGRAFIA

En Quimica Analitica siempre se ha recurrido a métodos de separacién
para los andlisis de sustancias. Iniciaimente la precipitacién fue el método de
separacién y andlisis elegido, sin embargo, debido a las necesidades de los
analistas, surgieron nuevos métodos que implican o requieren de un minimo de
separacion, (1) .

Entre los métodos recientes encontramos la extraccion y la cromatografia;
ambos basados en las diferencias de distribucion de los componentes de la
muestra entre dos fases.(1)

Cromalografia es una palabra proveniente del griego que significa
*escritura en color”, y comprende técnicas capaces de separar los componentes
de una mezcla considerando las propiedades fisicas y quimicas de dichos
componentes; caracteristicas que permiten su distribucidn entre dos fases, una
denominada fase mévil y otra, fase estacionarla; es declr, en este sistema es
responsabllidad de la fase movil "acarrear” los componentes a través de la fase
ostacionaria. (2,34)

La Cromatografia en sus diferentes tipos es un método empleado con
frecuencia en los Ultimos tiempos debido a que, como método de separacitn,
presenta gran poder de resolucion y no sélo permite separar, sino cuantfficar las
sustancias separadas; incluso ofrece la posibliidad de trabajar con cantidades
muy pequeiias de muestra. (1)

Continuamente se han perfeccionado las técnicas de andlisis y se han
desarrollado nuevas y varladas, debldo a estos avances cientificos y
tecnolégicos, se ha llegado a la HPLC, siglas del nombre en inglés (CLAR en
espafiol) para designar a la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién ia cual ha
adqulrido gran auge en los Ultimos aftos.

1.1.1. TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Debldo a la gran variedad de técnicas cromatogréficas, se ha recurrido a
una ciasificacion, la cual se basa en las caracteristicas ya sea de la fase mévil o
de lafase estacionaria; de la siguiente manera:



CROMATOGRAFIA
LIQUIDOS GASES
N v N\
EXCLUSION INTERCAMBIO GAS-SOLIDO GAS-LIQUIDO
1 IONICO

ADSORCION PARTICION

1 |

LIQUIDO-SOLIDC  CROMATOGRAFIA
1 EN PAPEL

CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA

Figurs 1. Clasificacién de cromstografis (4)

Cromatografia de gases (2.5)

Es muy similar a la Cromatografia de iiquidos, en ambos procesos se
emplea un sistema similar para suministrar |a fase mévil y también un mecanismo
similar para- introducir la muestra, asi como columnas cromatogréficas pars
realizar las separaciones y sistemas de deteccion que den lugar a los
correspondientes cromatogramas; la diferencia radica en que la fase mévil
empleada en |s cromatografia gaseosa es precisamente gas, mientras que en
cromatografia liquida, dicha fase mdvil, es un liquido,

Dentro de la cromatografia de gases encontramos por un lado, la
denominada Gas-sélido en la que la retencién se basa en Is adsorcién fisica del
soluto por la fase sdlida; eata es la técnica usada para conseguir |a separacién de
sustancias de bajo peso molecular y no tiene aplicacién en Quimica Analitica.
Mientras por otra parte, encontramos ia cromatogrefia Gas-liquido, la cual
contempla la solubilidad de un soluto en un liquido que actia como fase
estaclonaria,

Cromatografia de liquidos
La cromatografia de liquidos ha tenido gran aceptacion en la Industria, este

tipo de cromatografia puede analizar compuestos solubles pero no volétiles; sus
principales aplicaciones se dan an e! andlisis de férmacos, principaimente en la



monitorizacién terapéutica de farmacos y en la determinacién de farmacos de
abuso. (12)

Cromatografia de exclusién

Esté basada en las diversas penetrabilidades de las moléculas en los
poros; en ella no se presentan fuerzas como en otros tipos de cromatografia, sino
una mayor o menor probabilidad de entrar, en mayor o menor grado en los poros
que presentan las particulas del relleno, por esto se dispone de un relleno con
poros de determinado tamaiio, en el cual las moléculas de gran tamaiio no entran
en elios y permanencen menos tiempo en la columna; en cambio, las de menor
tamaiio entran en los poros que encuentran a su paso. (1)

Hablar de cromatografia de exclusién implica mencionar cromatografia de
filtracién y permeacion en gel; esto es, cuando se emplea como fase estacionaria
un gel reticulado, se denominaré al proceso "cromatografia de filtracion en gel";
mientras que, si ia fase estacionaria se trata de un polimero rigido, se denominara
"cromatografia de permeacion en gel", pero ambos procesos se basan en la
diferencia de pesos moleculares,(s)

Cromatografia de adsorcién

Algunos de los procesos cromatogriéficos tienen lugar como resultado de
repetidas adsorciones y desorciones durante el movimiento de los. diferentes
componentes de la muestra a lo largo de la fase estacionarla, consiguiéndose la
separacidn gracias a los coeficlentes de distribucion de dichos componentes, tal
o3 ol caso de la cromatografia de adsorcién en le que |a fase estacionaria es un
sdlido que funge como adsorbente y la fase mévil bien puede ser un liquido o un
gas. La separacién en esta técnica, se basa en repetidas etapas de adsorcion y
desorcién en donde el grado de separacion depende de la superficie del s6lido y
por consiguiente del tamaiio de particula sélida el cual debe ser el menor posible
ya que de esa manera se tiane una mayor superficie activa en relacién al volumen
de empaque. (2, 5)

En eate tipo de cromatografia se requiere que la fase estaclonaria presente
una gran polaridad, los sdlidos mis empleados son la alimina y la gel de silice;
debido a eato, es-una técnica muy util, se aplica a moléculas de baja o media
polaridad y de peso molecular no mayor de 1000, (1)

La actividad de la fase estacionaria se ve afectada con frecuencia por la
retencion de moléculas de alta polaridad como aicoholes, agua, efc., lo que
dificulta la reproduccion de los resuitados obtenidos en los andlisis ya que las
caracteristicas de la superficie han sufrido camblos, En consecuencia la gel de
ailice empleada en CLAR es comunmente sometida a procesos de desactivacion,



con el fin de disminuir la retencién de moléculas muy polares y asi mantener
uniformes las condiciones de ia superficie, para de esta manera, mejorar la
reproducibilidad de los analisis. (1)

Cromatografia de Particién

La separacion no se basa en la adsorci6n, sino en la particién entre ambas
fases. En este tipo de cromatografia la fase estacionaria es un liquido sostenido
" por adsorcién sobre un sélido inherte y poroso, en tanto que la fase mévil es un
gas o un liquido. (2,5)

En la cromatografia de particion se satura la fase estacionarla por la fase
mévil y viceversa, de tal forma que se efectiia la separacién entre ambas fases
debido a las diferentes afinidades de los componentes por cada una de ellas, esto
es, en base a la diferencla de sus coeficientes de particién. (5.6)

Son dos las formas en que se presenta la particién, una es denominada fase
normal, en donde la fase mévil es un liquido de baja polaridad y el liquido de la
fase estacionaria es de naturaleza polar; otra, lamada fase reversa, en la qua la
fase estacionaria es de tipo no polar mientras que la fase mévil es un liquido
polar. (8)

Los liquidos comunmente empleados en la fase estacionarla son nitrogenato,
etilenglicol, dimetilsuféxido y agua entre otros, soportados en sélidos como ge! de
silice de gran porosidad o la tierra diatomea que como soporte son los més
utllizados.(6)

En este proceso de separacién se encuentra el liquido de a fase estacionaria
ligado (quimicamente) a las particulas de ailice o de alimina, produciendo una
cromatografia de fase quimicamente unida, la cual, sobre todo en su fase inversa,
os una de las técnicas cromatogréficas mia empleadaa en la actualidad. (6)

Cromatografia de Intercambio iénico (2)

Este método de separacién, se basa en la atraccion de |a fase estacionaria
por las moléculas del soluto, es decir, en comparacion con laa fusrzaa tendientes
a disolver ese soluto en la fase mévil. La fase estacionaria esté constituida por
resina de granuiometria fina, contando comunmente con una matriz de
poliestirenodivinilbenceno y una estructura de poros muy grandea; ademis
presenta una superficie cargada iénicamente con carga contraria a la de la
muestra,

En base a esto, dependiendo de la carga de la muestra seré el nombre
asignado; es decir, si la muestra presenta una carga catiénica, la cromatografia
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se denominaré de intercambio catidnico, de o contrario se hablara de
cromatografia de intercambio aniénico.

Con respecto a la fase mévil, ésta es una solucion acuosa tampén en ia que
el pH y ia poiaridad se emplean para controlar el tiempo de eiucién,

Esta técnica smpiea una celda conductimétrica y casl exclusivamente se
aplica @ muestras iénicas o ionizables; en cuanto mayor sea ia carga de la
muestra, més fuertemente serd la atraccion hacia ia superficie ionica y por lo
mismo, mayor seré su tismpo de elucién. '

1.2 EQUIPO (47,9

Un equipo para este tipo de técnicas analiticas debe tener ademés de gran
sensibilidad y resolucién, un atto grado de reproducibliidad. En general, un equipo
para Cromatografia Liquida de Alte Resolucion, consta principaimente de un
depasito de disclventes an el cual se encuentra contenida la fase moévil, un
sistema de bombeo para impulsar la fase movil, un sistema de Inyeccién por
medio del que se introduce ia muestra, una columna en donde se lleva a cabo Ia
separacién, un detector y finaimente un registrador.

Depésito-——— Bomba—— Inyecciéon—* Columna—— Detector——* Registrador
de disoiventes

@ ‘ .'; 3
DETELTON &I HEiHNE
. L ]
- | WA A
aw Fo .
ees |, S
-

s | |

Figura 2. Componentes esenciales de un cromstdgrafo de liquidos



1.2.1, Deposito de disolventes

Esta parte del equipo puede ser desde un sencillo frasco de vidrio hasta un
sofisticado sistema capaz de filtrar y desoxigenar el disolvente contenido, el cual
fungira como fase mévil y que, por ser parte activa del sistema de Cromatografia
de Liquidos, su eleccion es muy importante, debido a ésto, dicha eleccién debe
considerar las siguientes caracteristicas:

- Elevada pureza

- Temperatura de ebuliicion de 20° a 50° C

- Baja viscosidad

- Reactividad nula para evitar interaccién con los solutos o con el empaque
- Limitada toxicidad e inflamabiiidad '

- Polaridad adecuada

- Solubilidad compatibie con la muestra.

Es indispensable que la fase mbvil esté libre de particulas pues podrian
obstruir y dafiar el sistema de bombeo y la columna, lo cual puede conseguirse
con una filiracion previa; sin embargo el sistema cromatogréfico cuenta con un
filtro en la “toma” de la fase mévil para asegurar que no pasaré particula aiguna al
sistema. También es necesario eliminar los gases presentes en el disoivente pues
algunos (como el oxigeno) tienden a-disolverse produciendo burbujas, io que
puede afectar el funcionamiento del equipo. (5, 6)

1.2.2, Siatema de bombeo

Tiene como objetivo impulsar la fase mévil a través de la columna y se debe
-cumplir con ciertas especificaciones de reproducibilidad y precision, manteniendo
un flujo constante. En general, un sistema de bombeo debe presentar las
siguientes caracteristicas:

- Flujo entre 0.5 y 10 mi/min

- Presion maxima de flujo 400 atmésferas (5600 psi)
- Reproducibilidad y flujo constantes

- Independiente de presién y viscosidad

- Sin pulsaciones

- Resistencia a liquidos corrosivos,

Hoy en dia existen diversos tipos de sistemas de bombeo: La bomba de flujo
constante que consiste en un pistén accionado por un tornillo, con los cuales se
controla la presion de operscion y una vez que el sistema ha alcanzado esa
presién, ia velocidad de flujo seré constante. La més empleada es la bomba
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reciproca que proporciona un flujo constante de la fase mévil a la columna
cromatografica.

Por otro lado estén las bombas a presidn constante, que consisten en un tubo
de acero Inoxidable en forma de espiral que contiene la fase movil; este tubo se
encuentra colocado por un extremo a la columna y por el otro a una fuente de
gas. Al accionar el suministro de gas, éste desplaza a la fase mévil forzandola por
el sislema. En este caso es indispensable mantener |a viscosidad del disolvente,
la temperatura de la columna y la presion constantes ya que, controlando estos
parémetros, las pulsaciones también se controlan. (4,59)

1.2.3, Sistema de inyeccién

Como su nombre lo indica es la parte del equipo cromatogréfico que permile
la introduccion de la muestra para su posterior separacién. Es muy importante la
Introducci6n de la muestra para obtener una buena resolucién y separacion; ésta
debe hacerse en forma de paquete pequeiio para ayudar a la obtencién de picos
simétricos, para ello, generaimente se emplean vilvulas que permiten incorporar
la muestra a la fase movil y posteriormente a la columna sin pérdida de pmlén
que pueda alterar el flujo constante. (4)

Existen varios mecanismos para introduccir la muestra pudiéndose clasificar
on: manuales y sutomatizados. Un inyector manual generaimente emplea
vilvulas inyectoras de aita presion con 4 a 6 puertas y dos posiciones; una de las
posicionea comunica la bomba con la columna mientras que por otra se
~ introduce la muestra a baja presioén & un capilar externo de volumen conocido,
este capiler se conoce como ‘loop®. En tanto que, un inyector automético
introduce las muestras por si solo disminuyendo e! error en la medicién y
controlando el volumen a inyectar, con lo que aumenta |a reproducibilidad de los
resultados. (4, 8)

1.24. Columna (4,5,8)

Es la parte fundamental en cromatografia porque aqui se fleva a cabo la
separacion. Generalments, la columna es un tubo de acero inoxidable (en
algunos casos se emplea vidrio o titanio) con una longitud de 7.5 a 30 cm de largo
conun diémetro interno de 2 a 5 mm; la cual contiene a lafase estacionaria.

Ei material de empaque de la columna esta formado de microesferas que
usuaimente son de silice porosa con la superficie modificada, aunque pueden
emplearse diferentes materiales. Dichas modificaciones de la superficie de silice
se realizan por medio de reacciones quimicas, en las que con frecuencia se une
una monocapa de grupos octadecil, octilo, amiro, nitrilo, etc. Dando lugar a un
producto con diferentes caracteristicas cromatograficas.
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En CLAR, el relleno debe producir la mayor resolucion en el menor tiempo
posible, tener una capacidad aceptabie de muestra, ademds de ser facil de
empacar, ser barato y producir pequefias caldas de presion, lo cual debe
considerarse puesto que este empaque puede servir como fase estacionaria o
como soporte de {a misma; su eleccién dependerd de la separacién que desee
hacerse ya que de una buena seleccién de la fase estacionaria, depende e exito
de la separacion de solutos con caracteristicas y propledades diferentes.

Como se menciond, el material de empaque estd formado por microesferas
de silice, {a cual esté constituida por una red tridimensional de enlaces siloxano
con grupos silano) de superficie que pueden Interaccionar con {as moléculas de la
muestra. Los grupos hidroxilo son los méds importsntes y de {os que existen dos
tipos: los (ibres y {os reactivos; éstos Uitimos constituyen agentes enlazantes que
pueden absorber psrmanentemente los compuestas polares de la muestra y
absorben el agua an [a gel,

Por otra psrte, los grupos sllanol se hacen reaccionar con agentes
silanizantes para producir la fase C-18, debido a un impedimento estérico del
radical C-18 sobre los grupos sllanol, sélo del 30 al 40 % de los silanoles se
recubren. Posteriormente se presenta una reaccién con una molécula més
pequeiia para recubrir una cantidad adicional de radicales -O-OH, io que se
conoce como “end-capping” o recubrimiento final. (10)

1.2.5. Detectores (4,6,10)

La deteccion del soluto fue durante mucho tiempo una de las principales
dificultadas en CLAR, sin embargo, los cromatégrafos actuales possen un ampiio
intervalo operativo que normaimente permite trabajar en un mismo aparato a
escala analitica o preparativa y presenta gran sensibiiidad, lo cual facilita la
deteccién de cantidades pequeiias (hasta nanogramos de muestra).

En general existen dos tipos de deteclores: uno denominado detector
especifico que presenta una respuesta variable dependiendo del tipo de
molécula, debido a esto se requiere de detectores que tengan una respuesta
minima con respecto al ejuente y méxima con respecto al soiuto; mientras que el
otro tipo de detector, detector universal, detecta e eluente y funciona por
diferencia entre la respuesta del sofuto y ia del disolvente, no obstante, este tipo
de detectares tiene una sensibilidad limitada.

Cuando se elige un detector se debe buscar que sea altamente sensible,
estable, de lectura continua y respuesta universal, con lo que consegulré una
respuesta iineal con respecto a la concentracién; pata ello, es necesario
~ considerar que la molécula problema produzca una seiiai en el detector, es decir,
la sustancia debe ser capaz de modificar la propiedad fisica medida por éste y ia
intensidad de ia sefial ha de ser proporclonal al nimero de moléculas que pasan



por la celda de flujo continuo. En este sentido se consideran tres parametros:
limite de deteccion, linealidad y sensibilidad; donde limite de deteccién se refiere
a la cantidad minima detectable de un soluto determinado. Lineaiidad, por su
parte, se refiere a que la seiial generada por el detector debe ser proporcional a
la concentracioén de la muestra, y por ultimo, la sensibilidad se refiere a la relacién
entre |a sefal generada y la cantidad de soluto que produce dicha sefal.

CLAR cuenta con una variedad de detectores basandose en diversos
principios de operacién, dentro del grupo de -detectores mas utilizados
encontramos los sigulentes:

- Detector de indice de refraccion -
- Detector de fluorescencia

- Detector Ultra Violeta

- Detector electroquimico

- Detector de infrarrojo

- Detector de conductividad

Detector de indice de rofm:cldn

Este detector determina la diferencia entre el indice de refraccién de la fase
movil sola y de la fase mévil que contiene el compuesto en cuanto emerge de la
columna, de esta manera se detecta cualquier camblo en la composicién de la
fase movil, no obstante es menos sensible que un.detector ultra violeta o de
Fluorescencia.

Detector de fluorescencla

Los detectores de fluorescencia son sensitivos a compuastos que presentan
fluorescencia inherente o que pueden ser convertidos a derivados flucrescentes
por transformacién quimica de otros compuestos, o bien por unirse a agentes
fluorescentes en grupos funcionales especificos.

Detector electroquimico

Estos detectores, al igual que los potenciométricos o voltamétricos, son
empleados en la cuantificacion de especies capaces de oxidarse o reducirse, son
muy selectivos, sensitivos y confiables pero requieren de fase mévll conductora
libre de oxigeno y iones metalicos reductores.
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Detector ultra violeta (1,2,3,8)

En CLAR, es el detector mas utilizado, se basa en la absorcion de iuz
provocada por el soluto al pasar a través de ella un haz de luz monocromatica
uitravioleta; generalmente se usa como fuente de iuz, una iémpara de mercurio de
baja presion, ese haz de iuz es colimado y posteriormente se hace pasar a través
de dos ceidas, una de ellas de referencia; ios rayos de luz emergentes se hacen
pasar después, por fillros especificos con el objeto de obtener la longitud de onda
requerida, La intensidad es medida por una fotocelda doble que genera una seal
que, posteriormente, es amplificada y representada gréficamente en el
registrador. De estos, hay dos detectores: uno de longitud de onda variable, el
cual emplea como fuente iuminosa una idmpara de deuterlo, lo que permite
alcanzar longitudes de onda de 190 a 800 nm; y el detector de longitud de onda
fija, en donde la fuente de luz es una lémpara de vapor de mercurio que
proporciona una longitud de onda de 254 nm.

Detector de arreglo de diodos

Es el més modemo de los detectores cuya caracteristica es poder realizar la
deteccion de los diferentes componentes de una muestra en un rango de iongitud
de onda, que va desde el ultravioleta hasta cerca del Infrarrcjo. Con &1 es posibie
obtener cromatogramas en tercera dimension.

1.3. GENERALIDADES SOBRE GRISEOFULVINA
1.3.1. Antecedentese

- Las infecciones fingicas se clasifican como. micoais auperficiales,
subcuténeas y profundae. Las micosis més comunes son las superficiales entre
las que se encuentran: Tifa capitis, Tika corporis, Tifka cruris, Tifla pedis y
Tifa versicolor; las cuales, en conjunio son (ambién denominadas
Dematomicosls, nombre que reciben precisaments porque son los hongos
Dermatofitos los causantes, principaimente los perienecientes a los géneros
Microsporum y Trichiphyton.

Este tipo de enfermedades, cuando se presentan, requieren de muchos.
cuidados y largos tratamientos, sin embargo, se han desarroliado fdirmacos con el
fin de ayudar en ia pronta recuperacion dei paclente que ias padece. Para ello
existen antibléticos de amplio espectro, no obstante, el primero al que ae recurre
en estos casos, o3 a griseofulvina ya que actia de manera eficaz frente a este
tipo de infecclonee.
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1.3.2. CARACTERISTICAS GENERALES (11,12)
Nombre comun: Griseofulvina

Nombre clentifico: 7-cioro-2,4,6-trimetoxi-6-beta-metilspiro-(benzofuran-2(3H), 1-
(2)-cicichexeno)-3,4- diona.

7 -cloro-4,6-dimetoxicumaran-3-ona-2-spiro-1-(2-metoxi-6-
metilciclohex-2-en-4-ona).

Estructura quimica; Ci7H17ClOs

Peso molecular: 352.77 g/mol
Potencia: No menos de 900Ug de C17H17 CiQs por mg:
Descripcién: Polvo blanco o amarillo pélido, inodoro y cristalino,

Solubilldad: Soiuble en cloroformo, ligeramente soluble en alcohol y metanol,
muy ligeramente soluble en agua y facilmente soluble en 1,1,2,2-tetracloroetano.

Temperatura de fusién: 217 °C y 224°C

Rotacién dptica: +348° y +364°, determinada en solucién de dimetilformamida
conteniendo 10 mg/ml.

Identificacién

Disciver 5 mg de la muestra en 1 ml de écido sulfurico y agregar § mg de
dicromato de potasio en poivo, se produce una solucién color vino.

Espectro

En solucién etandlica anhidra a 25°C presenta méximos a 324, 291 y 235
nm. El especiro de absorclén en la regién UV de una solucién 1:100000 exhibe
absorcion méxima y minima a las mismas iongitudes de onda que una solucién de
referencia de griseofulvina,
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Acidez

Suspender 250 mg de la muestra en 20 mg de alcohol y valorar con una
solucion 0.02M de NaOH utllizando fenoiftaleina como indicador. No se requiere
mas de 1 ml de solucion 0,02 M de NaOH para cambiar el color de la solucién de
grisecofulvina,

Pérdida por secado

No mas de 1%. En frasco provisto con tapén, con un capilar secar 100 mg
de la muestra al vacio a presion, de forma que no exceda en 5 mm de mercurio a |
60 °C durante 3 hs.

Residuos de ignicién: No mas de 0.2%
Valoracién

Disolver 100 mg de la muestra en suficiente etanol para obtener 200 mi,
diluir 2 ml de esta solucién hasta 100 mi con etanol. Determinar la absorhancia de
esta solucién en una celda de 1 cm a un maximo de 291 nm aproximadamente y
calcular el contenlido de grisecfulvina utilizando el valor de E™ 1 cm = 686.

1.3.3. FARMACOLOGIA (13,14)

La griseofulvina es un antibictico antifiingico, de espectro reducido que se
extrae de cuitivos de Penlicillium griseofulvum, derivado del benzofurano. Poseé
una accion especialmente fungistatica “in vitro®, sobre los hongos Dermatofitos
que producen las  micosis cutdneas (Infecciones en pelo, plel y ufas) o
Dermatoficosis con concentraciones bajas (0.4 pg/ml) son capaces de jnhibir el
crecimiento de hongos de los géneros Microsporum, Trichophyton, excepto en
Tifia versicolor.

Se considera un antimicético de espectro reducido ya que no actia sobre los
hongos causantes de micosis profundas o sistémicas, ni sobre Candida albicans,
ni sobre bacterias.

Mecanismo de accién

Actia como fungistético e interfiere en la sintesis de acidos nucléicos
(especialmente DNA), por un mecanismo de competencia, ya que el farmaco es
antagonista de precursores de los écidos nucléicos como las purinss y sus
derivados.
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La griseofulvina se une con el RNA fungico e interfiere en ios microtubulos del
haz mitético y el citopiasma. Estos microtuibulos transportan material a través del
citoplasma hacia la pared cejular. E! dafio de los tlbulos altera la sintesis de la
pared celular en los extremos en crecimiento de las hifas, por lo tanto, solo es
efectiva el farmaco contra micraorganismos en crecimiento.

Farmacocinética

Se administra por via orai y parenteral, la velocidad de absorcion y la cantidad
absorbida son aumentadas si se acompaiia de una dieta rica en grasas.

Con una dosis de 1 g se alcanzan niveles séricos picode1 a2 pug/mienun -
_tiempo de 4 y hasta 8 hs. Después de su ingestién, El 50% de la dosis es
eliminado en 12 hs,

La griseofulvina se distribuye ampliamente en el organismo, en particular en el
higado, tejido adipaso y musculos; se distribuye hacla {a piel, pelo y ufias y es
activamente secratada desde las glandulas sudoriparas. Se concentra en las
céiulas precursoras de la queratina, mientras que en sangre se encuentra
combinada con las proteinas en un 80 %. La mayor parte es desalquilada en el
higado y los metabolitos son depurados a través de los rifiones, menos del- 1% es
eliminado sin metabolizar, una parte considerable es excretada en heces sin
modificar,

Efectos adversos comunes: Cefaleas.
Reacciones adversas

Son raras, incluyen leucopenia, eritema y hepatotoxicldad, disgenesia,
xerostomia, vémitos y diarrea, atralgias, neuritis periférica y fiebre, rara vez
produce olvidos o pérdida de la memorla, es teratogénico en animales y esta
contraindicado durante e| embarazo.

En dosis elevadas en ratas, puede provocar lesiones hepaticas y sabre todo,
lesiones en tubos seminiferos del testiculo con detencién de ia mitosis en la
metafase por inhibicion del metabolismo del DNA (induce a las enzimas
hepaticas),

Interaccién medicamentosa

La griseofulvina Induce a las enzimas hepaticas; las interacciones
farmacoldgicas con los agentes metabolizados en el higado son comunes, los
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barhitdricos reducen la absorclon sistémica de la griseofulvina y pueden ser
necesarias concentraciones elevadas para lograr el efecta terapéutico,

Los efectos del alcohol incluyendo la taquicardia y eritema pueden ser
potenciados por la griseofulvina. Es posible la disminucién en la eficacia de los
anticonceptivos orales debido a la estimulacién del metabolismo hepatico.

El fenobarbital es capaz de aumentar el metabolismo de la griseofulvina con
disminucién de su accién por el mecanismo de induccién enziméatica, Tamblén
puede aumentar su metaboiismo si se emplean anticoagulantes sintéticos por
induccién enzimatica con disminucion de sus efectos.

Preparados comerclales de griseofulvina

Forma farmacéutica Dosis Nombre

Tabletas 125y250mg Griseofulvina
125y 250 mg Fulvicin P/6
125, 250y 500 mg Grisactin
126, 250y 330mg Grisactin ultra
165 y 330 mg Fulvicin P/6
250y 500 mg Fulvicin U/F
250 mg Grisovin FP
250y 500 mg Grifulvin V

Suspensién 125 mg/ 5 mi Grifulvin V

1griml SSKi

Tabla 1. Presentaciones de Griseofulvina (15)

1.3.4. METODOS DE ANALISIS (2,11,12)

Entre los métodos de anlisis para griseofulvina, oi més senciflo resulta ser el
espectrofotométrico, sin embargo existe una varledad de ellos que incluye
polarogréficos, cromatografia gas-liquido, espectrofiucrometria,  métodos
colorimétricas, cromatografia en papel y en capa fina. Algunos de los cuales,
permiten la cuantificacién de griseofulvina en fluidos biolégicos y en tejidos, tai es
ol caso de cromatografia de gases, espectrofiuorometria, cromatografis en capa
fina en gel de silice, espectrofotometria de absorciény, por supueato, CLAR. -

Este titimo es un método sencillo que, a diferencia de otros métodos (como
espectrofofometria por ejemplo), permite realizar e andlisis con volimenes
pequefos y como se ha mencionado, es factible cuantificar cantidades psqueias
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de muestra. En la tabla 2 se presentan [os parametros a controlar en un anélisis
por CLAR, :

COLUMNA |FASE MOVIL. |CROMATO. (DETECTOR |VELOCIDAD |TIEMPO DE
(mUmin) RETENCION
mBondapak | Acetonitrilo: Fase reversa |{F 260 nm 2 3.8 min,
c agua (1:1)
mBondapak | 45%Aceonttrilo; | Fase reversa |UV 280 nm I —
C aguapH 34 F 280 nm
Zorbax CN {Metano:agua |Fase reversa |UV 254 nm 1a2 6.3 min
3:2 : :
Zorbax CN |Acetonitrilo en
45 mM de
fosfato  dcldo| Fase reversa |UV285nm | 25 4.8min.
de polasio
pH3

Tabla 2, Métodos analiticos por CLAR para griseofulvina (16)

1.4. VALIDACION (17)

Ultimamente la Industria Farmacéutica se ha preocupado por encontrar
métodos analiticos que sean funcionaies y confiables en [a determinacién de la
calidad de los productos que asi lo requieran.

Por esta razén se han desarrollado numerosos métodos de andlisis para
dichos productos, métodos que deben cumplir con ciertos parémetros; de aqui
que sea necesaria la validacion para asegurar el cumplimiento de los objetivos
para los que fue creado.

La validacién de un método se puede definlr como el proceso mediante el
cual queda establecido de forma experimental, que la capacidad del mismo
satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas; en términos
analiticos: exactitud conocida y variabilidad establecida.

La determinacién de los puntos para validar un método dependb de las
necesidades de cada laboratorio, de la aplicatividad del método, de los
requerimientos oficiales y algunas veces del criterio de ia persona que lo realiza,

La validacién debe realizarse tomando en cuenta consideraciones cbmo
método de anélisis, forma farmacéutica, sustancia analizada, concenfracién,
condiciones de andlisis, etc.
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Los parametros de evaluacién cominmente considerados en la validacién de
métodos analiticos son:

- Exactitud
- Linealidad
- Linealidad del método
- Linealidad del sistema
- Precisién
- Reproducibitidad
- Repetibilidad
- Especificidad

Y de requeririo el método, pueden considerarse los sigulentes:

- Sensibilidad

- Tolerancia del sistema

- Cantidad minima detectable

- Cantidad minima cuantificable
- Estabilidad de ia muestra

Debido a ia variabilidad de aplicaciones de los métodos, los procesos de
validacién son diferentes como se puede apreciar en la siguiente tabla.

PARAMETRO CONTROL |~ WDICATORER 54 [ G0 PONIWLIOAD

COMCENTRACION

SAJA ALY
Linealidad del sistema X X X X
Precisin del sistema X X X X
Limite de deteccién X X
Limite de cuantificacién X X
Exactitud ai 100% X X X X
Repelibilidad al 100% X X X X
Linealidad del método X X X X
Precisién (reproducibilidad) X X X X
Especificidad (control de calidad) X X X X
Especificidad (estabilidad) X X '
Tolerancia del sistema X X X
Establlidad de la muestra X X x| X

Tsbia 3. Parémaetros a evaluar dependiendo de la aplicacién del método (17)
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1.4.1. DEFINICIONES (17)
LINEALIDAD

La linealidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar
que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por
medio de una transformacion matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

Criterios de aceptacién

1. Coeficiente de Variacién<1.5 -
2. Coeficiente de correlacién > 0.99
3. Coeficiente de determinacién > 0.98

4, La estadistica inferencial través del contraste de hlpétesis para el intercepto y
la pendiente

Intercepto (b)

teate. <toors o gl
Ho: Intercepto =0
Ha: Intercepto =0
LIC<0>LSIC

Pendiente (m)

Leae. < toors na g

Ho: Pendiente = 1
Ha: Pendlente = 1
LIC <1 >LSIC

IC  102% > 1 > 98%

donde: LIIC: Limite Inferior de Intervalo de Confianza

LSIC: Limite Superior de Intervalo de Confianza
IC: Intervalo de Confianza

EXACTITUD

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de. referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenldo del andlisis de muestras a las que se les. ha
adicionado cantidades conocidas de la sustancia.

Criterio de aceptacién
1. CV=2
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2. Utilizando el estadigrafo de coniraste t de student
tcclc‘ < 'ub gt
LIC <100 < LSIC
iIC  102% > u > 98%

PRECISION

La precisién de un método analitico es &l grado de concordancia entre
resultados analiticos Individuales cuando el procedimiento se - aplica
repetidamente a diferentes muestreos. Usuaimente se expresa en términos de
desviacion estandar o del coeficiente de variacion.

La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del
método analitico bajo las condiciones normales de cperacion,

A) REPETIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia
obtenida -entre determinaciones independientes realizadas bajo. las mismas
condiclonies (analista, tiempo, aparato, laboratorio, atc,)

Criterio de aceptacién
1. CV=2

2 t:mpleando ol estadigrafo X’
) (. < XA tab net gt

8) REPRODUCIBILIDAD

Es la precision de un método analitico expresada como la concordancia
entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes
(diferentes analistas, en dias diferentes, en el mismo yio' en diforonm
laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes aquipos, elc.).

Criterio de aceptacién

1. CV<2
Promedio de recobro 98-102%

2. Empleando ANADEVA (Tabla de Andlisls de Varlanza) y el estadigrafo F de
Fisher
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Feac<F raus

VARIACION [GRADOS DE[SUMA DE|MEDIA DE
LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS F cac
Analista SCa MCa
gla=a-1 SCa MCas--—---  [Fas-es-eeeeee-
_gla MCd
Dia SCd MCd
gld = d-1 SCd MCd= Fa=
' gid MCe
Error ' SCe
gle =r-1 SCe MCe=
gle

Tabla 4. Célculos de Andlisis de Vsrianza (17)

LIMITE DE DETECCION

Es la minims concentracién de una sustancia en una muestra la cual puede
ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones de
operacidn establecidas.

ESPECIFICIDAD

Es la habilidad de un método analitico paraobtener una respuesta debida
Unicamente a Ia sustancia de interés y no a otros companentes de la muestra,

ESTABILIDAD

Es ol tiempo mediante el cual, una muestra permanece sin cambio bajo
condiciones de aimacenamlento normales.

Criterio de aceptacién

No mds del 2% de diferencia en la cuantificacion de cada muestra,
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el desarroilo de todo proceso farmacéutico no sélo se contempla la
formuiacion y forma farmacéutica dei principio activo, sino también los métodos o
técnicas analiticas de los que se auxiliard para determinar si el producto cumple
ios requerimientos para lo cuai fue creado. Asimismo, dicho proceso debe
acompariarse de la validacion que permita asegurar tanto la calidad del producto,
como la confiabilidad del método de andlisis que se empleara.

La grisecfulvina, un antibidtico del tipo de los antimicdticos que actua de
manera eficaz frente a infecciones en piel, pelo y ufias, causadas por hongos
Dermatofitos, no ha sido la excepcion, y su analisis se ha efectuado empleando
diterentes métodos; cada uno de los pardmetros de importancia que este fédrmaco
debe cumplir, se ha analizado por métodos espectrofotométricos, fluorométricos y
uitimamente por cromatografia de liquidos, fa cual ha adquirido gran auge en la
Industria Farmacéutica.(3,13) '

Para que tanto ia griseofulvina, como cualquier otro fdrmaco pueda
considerarse de calidad y ofrezca seguridad, es necesario que é! o los métodos
de andlisis sean vaiidados; esto @3, siendo la validacion un proceso mediante el
cuai se establece que la capacidad de éste, satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas que aseguren que dicho método proporciona las
especificaciones para satisfacer |08 requisitos de calidad, la validacion aseguraria
tanto la calidad del praducto, como la del método analitico. (17)

Considerando que las micosis son infecciones que requieren de largos
tratamientos, y dado que grisecfulvina es e) fdrmaco de eleccion (tratdndose de
Dermatomicosis), y puede presentar reacciones adversas serias en el paciente
que la ingiere, se estin desarroliando formulaciones farmacéuticas que minimicen
dichas reacciones; para esto es necesaria |a implementacién de un método
analitico para cuantificacién de griseofulvina en plasma, debido a que, dentro de
los pardmetros a analizar en dichos procesos farmacéuticos, se encuentra el
andlisis de biodlsponibilidad, 1o cual se ha podido conseguir satisfactoriamente
con Cromatografia Liquida de Alta Resolucion, debido a que presenta
caracteristicas que lo hacen un método prictico, especifico y confiable.

Por estas razones, aunadas a la de un bajo consumo de reactivos (a diferencia
de otros métodos), se requiers de la implementacién de un método que, con los
resultados obtenidos, nos fleven al assguramiento de la calidad de los productos,
asi como su distribucion bioldgica.
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ill. OBJETIVOS

GENERAL:

implementar y validar un método analitico por Cromatografia

de Liquidos de Alta Resoluci6n, para determinacién de griseofulvina en
sangre.

PARTICULARES:

- Implementar un método analitico para determinacion de
griseofulvina en sangre.

- Validar el método de andlisis.
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IV. HIPOTESIS

Dado que la griseofulvina es un compuesto que por su estructura
molecular presenta absorcién en el rango ultravioleta del espectro, es
posible que, empleando Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con:
un detector ultravioleta como método analitico, se pueda cuantificar la
presencia de dicho compuesto en plasma ya que CLAR es un método
especifico, preciso y lineal, lo cual puede comprobarse con los
resultados de la validacion.



V. MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL

Matraz aforado Pyrex 10ml
Matraz aforado Pyrex 25ml
Matraz aforado Pyrex 50 ml
Pipeta volumétrica Pyrex 1ml
Pipeta volumélrica Pyrex 2ml
Pipeta volumétrica Pyrex S5ml
| Pipetas Pasteur '

Tubos de ensaye Pyrex 13 x100
Bureta graduada Pyrex 10ml
Probeta Pyrex 500 ml
Vaso de precipitado Pyrex 250 ml
Microjeringa HAMILTON 0.1ml
Perilla de succidn

Maembrana para fikrar Milipore 0.25 M
Sistema de firacién Millipore 0.45 M
SUSTANCIAS

Griseofulvina Grisovin Tabletas 500 mg

Griseofulvina Glaxo SRef. Lote 17A68 Planta Piloto

DISOLVENTES

Acetonitrilo grado HPLC J.T.Baker

Cloroformo_grado RA J.T. Baker

Agua grado HPLC

EQUIPO

Balanze analitica OHAUS (0.0001 mg)

Balanza granstaria de dos piatilios OHAUS (2 Kg)

Centrifuga SOL-BAT J-12 (8 Tubos)

Cromatbgrafo de liquidos Perkin-Eimer TriDet

Ulrasonido Branson

Integrador Perkin-Eimer Nelson 1022

Impresora EPSON LX-300

Columna C18 mBondapak

¥
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VI. METODOLOGIA

Se prepararon 3 mezclas de acetonitrilo:agua en proporciones 70:30, 60:40 y
50:50, las cuales se emplearon como fase movil y con las que se realizaron
corridas de una muestra estandar de griseofulvina con el fin de optimizar los
parametros cromatogréficos como son la fase mévil, velocidad de flujo de la
misma, sensitividad, tiempo de retencion y atenuacién.

6.1. FASE MOVIL: Se mezcl6 acetonitrilo con agua en proporcién 70:30 (ambos,
grado HPLC), se filtr6 a través de una membrana Millipore con apertura de poro
de 0.25 uM y se desgasifico en baiio de ultrasonido. Se prepard una soluclén de
acetonitrilo:agua en proporcion 60:40 se filtro a través de una membrana Miilipore
con apertura de poro de 0.25 uM y se desgasificé en baflo de ultrasonido. Se
mezclé acetonitrilo con agua en proporcién 50:50 se fir6 a través de una
membrana Millipore con apertura de poro de 0.25 uM y se desgasificé en baiio de
ultrasonido.

6.2. PREPARACION DE REFERENCIA: Se pesaron 2.5 mg de griseofulvina, se
adiciond 1 ml de plasma en un matraz volumétrico con capacidad para 25 ml; se
llevd al aforo con fase mévil, se transfirié 1 mi de la soluclién anterior a un matraz
volumétrico de 50 ml y se lievé al aforo con fase mévil. De esta Uitima soluclén se
colocaron 2 ml en un tubo de ensaye, ae adicionaron 2 ml de cloroformo y se agito
vigorosamente, se sometlé a centrifugacion a 2500 rpm durante 5 minutos. Se
separd la porcién cloroférmica y se evapord el cloroformo a sequedad en bafo
Maria. Al residuo se le resuspendié con fase mévil y se fillré a través de una
membrana Millipore con apertura de poro de 0.25 uM.

6.3. PREPARACION DE LA MUESTRA: Se administraron 2 tabletas de 500 mg
de griseofulvina a un paciente, quien requirié de una dieta rica en grasas con la
finalidad de obtener una mejor absorcién del férmaco. Se exirajeron 5 ml de
sangre del paciente 4 hrs. después de la ingesta. Se separd el plasma del
paquete celular mediante centrifugacion @ 3000 rpm durante 5§ mins. Se
transfirieron 2 ml de plasma a un tubo de ensaye. Se adicionaron 2 ml de
cloroformo y se agitd vigorosamente, se sometié a centrifugacién a 2500 rpm
durante 5 min. Se separd la fase cloroférmica y se evapor6 a sequedad en bafio
Maria. Al residuo se le resuspendio con fase mévil y se filtrd a través de una
membrana Millipare con apertura de poro de 0.25 uM. 3

6.4. PROCEDIMIENTO: La temperatura de operaclén del equipo fue de 25 °C,
se ajustaron los parametros. Se inyectaron 20 ul de la solucion de referencia y
posteriormente 20 ul de la solucion problema. Se midieron las respuestas del drea
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del pico a tiempo de retencion equivalente, obtenidas con la solucién muestra y
de referencla. Se calcul6 la cantidad en mg de griseofulvina en la porcion de la
muestra tomada, por medio de la formula 1000C (AnvAref) donde: C equivale a la
concentracién en mg de la solucion de referencia de griseofulvina; Am y Aref son
las respuestas de las dreas obtenidas a tiempo de retencién equivalente a Ia
preparacion de la soluclon muestra y de referencia,

6.5. VALIDACION DEL METODO (17)

6.5.1. LINEALIDAD DEL SISTEMA: Se determin6, construyendo una curva de
calibracién (concentracién contra respuesta medida) utilizando 5 diluciones
preparadas a partir de una misma solucién patrén equivalentes a 50, 75, 100,
125y 150 % y haciendo un andlisis por duplicado para cada dilucién. El intervalo
entre las concentraciones a analizar depende del propésito del métado; para
control de calidad y de seguimiento de la estabilidad de un férmaco en una forma
farmacéutica, debe estar incluida la concentracion seleccionada como 100%,

6.6.2. PRECISION DEL SISTEMA: Se realizé el andlisis sextuplicado de una
misma solucion estédndar correspondiente al 100% establecido en la linealidad del
sistema,

6.5.3. LINEALIDAD DEL METODO: Se determiné a parir de placebos
adicionados de 5 muestras independientes de concentraciones equivalentes a 50,
75, 100 125 y 150 % . Se realiz6 el procedimiento por triplicado para cada
dilucién. Las concentraciones de los placebos cargados deben ser las adecuadas
para que, utilizando el método propuesto, las concentraciones de las soluciones
finales a analizar estén dentro del intervalo de la lineslidad del sistema,
incluyendo siampre el correspondiente al 100%.

La amplitud del estudio depende del uso y aplicaciones del método, (control
de calidad, estudios de estabilidad, ) y debe llevarse a cabo por un mismo
analiste en las mismas condiciones de operacion,

6.84. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100 %: Se determiné con 6 placebos
cargados de manera independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de
Interés para obtener la concentracién del 100%, utilizando el método propuesto.
Haciendo e! andlisis en las mismas condiciones de operacién y por el mismo
analista.
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6.5.5. PRECISION (Reproducibilidad): Se prepararon 8 muestras individuales
correspondientes al 100% de la concentracién tedrica. Y se analizaron por dos
analistas, en dos dfas diferentes y por triplicado.

6.5.6. ESPECIFICIDAD : Se prepararon 4 muestras en el niguiénto orden: una

primera muestra de griseofulvina esténdar equivalente a 2 ug/mi en fase mévil;
una segunda muestra adicionando plasma més fase mévil. La tercer muestra
correspondi6 a una solucién de plasma en fase mévil; y la cuarta y Gitima muestra
corresponde a la preparada a partir del plasma de un paclente que previamente
inglri6 griseofulvina; y a todas se les aplicd el método propuesto.

6.5.7. LIMITE DE DETECCION: Se determiné adicianando cantidades exactas

de una muestra correspondiente a 1, 0.8, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5 ug/mi. Y se realizé el
procedimiento de anlisls,

658. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA: Se colocaron. 3 muestras
independientes equivalentes al 100 % de la conceniracién a temperatura
ambiente y 3 muestras en temperartura de refrigeracion, se realizé el anilisis con
ol mélodo propuesto a las 24, 48 y 72 hs, de su preparacion,
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Vil. RESULTADOS

7.1. IMPLEMENTACION DEL METODO

7.1.1. SOLUBILIDAD DE GRISEOFULVINA

VELOCIDAD DE
DISOLVENTE ~___|DISOLUCION
Acetonitrilo ' +
Acetonitrilo:Agua 70.30 ++
Acetonitrilo:Agua 60:40 ++
Acetonitrilo:Agua 50:50 ++

Tabla 8. Rasultados de prusbaa de solubllidad

7..2. AJUSTE DE PARAMETROS DEL CROMATOGRAFO

ATENUACION | VELOCIDAD DE|VELOCIDAD DE| RESULTADOS
‘ LA CARTA cm/hwr. | FLUJO miimin. -

4 10 1.0 ‘| Picos pequeiios y simétricos

4 10 15 Picos pequeiios y simétricos :
4 10 20 ' Picos pequefios y asimélricos -
8 10 1.0 Picos pequefios y simétricos

8 10 1.5 Plcos paquedios y simétricos

8 10 20 Picos grandes asimétricos y

pulsaciones

Tabla 8. Resuitados del andllsls cromatogrifico

7.1.3. LIMITE DE CUANTIFICACION

Se prepararon muestras de griseofulvina esténdar de concentraciones
equivalentes a 0.5, 0.6,0.7,0.8, 0.9 y 1 ug/ml; la cuales-se sometisron al andlisis
con el método propuesto y se consiguid respuesta por parte del equipo
cromatogréfico sélo para las muestras correspondientes a las concentraciones de
08,09y 1 ugiml, "
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7.2 RESULTADOS DEL ANALISIS

7.21, ESPECIFICIDAD: Los sigulentes cromatogramas se obtuvieron bajo las
siguientes condiciones: ~

Fase mévii:  Acetonitrilo:Agua en proporcién 50:50

Velocidad de flujo de la fase mévil: 1.5 ml/min

Atsnuacién: 8 AUFS

Tipo del cdiculo del pico: Area en pordonto

integracién del pico: De base a base

Senaibilidad del drea de inysccién: 50

Velooidad de la carta: 10 mnt/min

Estindar externo: Griseofulvina Glaxo ( 2 ug/mi)

Solucién problema de griseofulvina; Grisovin, Tabletas 500 mg
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Fig.3 CROMATOGRAMAS

En las grificas se pueden observar cuatro cromatogramas, en donde el
cromatograma A representa al plasma, el B a la solucién de griseofulvina
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estandar; el cromatograma C, representa a la solucién de grisecfulvina problema
en plasma, y finaimente el cromatograma D representa al placebo cargado.

7.2.2, LINEALIDAD DEL SISTEMA

CANTIDAD |RESPUESTA :
ADICIONADA | AREA EN % % RECOBRO
pg/mi
1.0 38513 38400 | 100.02 90.96
15 46259 48738 99.48 100.51
20 53175 53399 | ©0.78 100.21
25 81794 817311 100.05 99.94
30 70691 70547 | 100.10 09.80
Tabia 7. Resultadoa para detarminacién da linealidad del alstema,

x=20

Ty = 541338

=45

Ty’= 3.05710:"

£xy = 1162174.5

r=0,9988

#=08977

m = 15899.7

b =22334.4

SR = 999,64

R = 99.994

DE = 0.2603

o L INEALIDAD DEL SISTEMA

® RESPUESTA EN AREA %

) S

0 1 A l
1.0 1.5 20 2.8 30

CANTIDAD ADICIONADA *Iml

== Respuestsa I . = Respuesta 2

GRAFICA )



7.2.3. PRECISION DEL SISTEMA

Ly=97776
y = 16268

CANTIDAD RESPUESTA

ADICIONADA AREA %
2.0 pg/ml 16404
2.0 yg/ml 16560
2.0 pg/ml 16118
2.0ug/ml 16360
2.0 yg/m! 18121
2.0 g/mil - 16215

Tabla 8. Rnulu&ou anatiticos para preciatén

Ly = 1693512738

DE = 176.082
CV = 1.0806

7.2.4. LINEALIDAD DEL METODO

CANTIDAD = |CANTIDAD RECUPERADA
ADICIONADA pg/mi % RECOBRO
pgimi
1.0 1.003 0.998 0897 11003 9.8 99.7
1.5 - 11.504 1.508 1.480 (1002 100.4 80.2
20 2.007 1.993 1098 (1003 99.6 80.9
25 2.491 2479 2.529 99.8 99.1 101.1
3.0 3.003 2.997 2.99_8 100.1 99.8 99.9

Tabla 9. Resultados para determinacién de linealidad del método

Ix=30

Iy = 20.892
©¢=87.5
Iy’= 87.4696
Txy =67.484
r=0.9898
= 0.9897
m=1
b=-533;"
SR = 1499,1

30
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R =98.94
DE = 0.4982 :
CV = 0.4985445

LINEALIDAD DEL METODO

CANTIDAD RECUPERADA g/ml

0 L ! :
L0 1.5 20 2.5 3.0

CANTIDAD ADICIONADAMg/m)
| e~ RESPUESTA1  —+ RESPUESTAZ %~ RESPUESTA)

- GRAFICA2
7.2.5. EXACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%

CANTIDAD CANTIDAD
ADICIONADA RECUPERADA |% Recobro
py/ml pg/m!
2,00 203 101,53
182 1.818 99.94
1.82 1.68 97.67
208 207 99.92
218 213 8878
2.24 2.25 100.85

Tabla 10. Porclento de recobro para sxactitud y repetibilidad

IR= 598.99

IR*= 50806.6827
R=99.83

DE = 1.3048
CV=1.30



EXACTITUD
CONTRASTE DE HIPOTESIS

Ho: p = 100
Ha:p =100

toa, = -0.31913
ted g = 2015

IC=98.756 < 11 <100.80

REPETIBILIDAD

Hoia < 2
Haa >2

X = 21218
XP g = 1283

7.28. REPRODUCIBILIDAD

ANALISTA (1)
1 2
1 99.35 | 100.8
1008 | 068
100.7 98.2
2 100.46 | 100.13
98.75 | 90.64
1008 | 101.7

Tabla 11, Porciento de recobro para

Andlisis de Varianza

y.. = 1167.83
Iy’= 119606.8431
y =80.8275

32




DE = 1.364685
Cv=1,367

Datos para Anilisis de varianza

. emme
Hn
LS N

Tasx
U gynn
T N S Y X

. = 1197983
yi. = 1197.93
yu = 300.85
Yi2 = 300,01
yzn. 52058
y» = 301.47
V= 600.86
y2 = 587.07
gff., = 358760.2435
| =717525.3245
SSSy u = 119608.8431
SCe=1.197
SCd= 50604
SCe = 13,4268
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'|FUENTE DE
VARIACION

GRADOS DE
LIBERTAD

SUMA DE
CUADRADOS

MEDIA DE
CUADRADOS

F
CALCULADA
DE TABLAS

1
ANALISTA

SCa= 1,197

MCa= 1,197

Fa=0.6723

2
DIA

SCd= 5.8604

MCd=2.8302

Fd =1.74564

ERROR

SCe= 134266

MCe= 678575

censssssvnranvernres

. Tabla 12. Resultados de Andlisis de varianza

Flo,og =38.51
Fdom =6.06



7.2.7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

34

INICIAL (Yo) | TAJ24 hre.(Y:) | TA/48 rs.(Y;) | TRi24 hra.(Y;) [TR/48 hrs.(Ys)
1.- 100.9 103.4 109 100.7 1028
2.- 99.75 100.9 1057 100.37 102.7

3. 99,02 104.2 108 95.47 9.9

Tabla 13, Porciento de recobro de mussiraa expusetaa a diferentes temperaturas.

Donde TA significa temperatura ambiente; TR temperatura de refrigeracién

Y, = 99.89 §% = 0.8082
Y, =102.86 §% =3.074
Y, =107.56 §% =2863
Y; = 68.84 8% = 8.578
Y. =101.8 8% =2.709
$%p, = 1.324 IC; =0.8035 a5.136
S%p2 =1.253 IC; =5562 2 9.777
$%psy = 3.158 ICy =-4.410 22.310
$%p. = 1.202 ICs =-0.154 2 3.974

T Al24 hvrs. T A/48 hws. T R/24 hrs, T R/48 hrs.
I .- 10247 108.02 99.80 101.88
;.- 101.15 105.96 10062 102.95
Iy .- 105.31 108.08 96.41 100.88
I =102.87 107.68 98.94 101.90

Tabla 14. Dewerminacién de factores para estabilidad
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Vill. ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 IMPLEMENTACION DEL METODO

Al determinar las condiciones de trabajo, se sometié la muestra de
griseofulvina a prusbas de solubilidad para establecer la fase movil y el arrastre
de la muesira en la columna; los resuitados obtenidos muestran que la polaridad
obtenida con la mezcla acetonitrilo:agua permite la mejor disolucién de la
griseofulvina (en orden descendente) en proporciones 70:30, 60:40 y 50:50.

Una vez determinada la fase mévil se establecio el tiempo de retencion
obteniéndose tiempos menores mientras mayor es la concentracién de acetonitrilo
en la mezcla, es decir, se obtuvieron tiempos de retencién de 2.3 min. usando la

VALIDACION DEL METODO DE ANALISIS
Eepecificidad

Considerando ios cromatogramas obtenidos, se deduce que el método es
especifico puseto que no se observe interferencia por alguna otra sustancia
contaminante o por aiguno de los componenies del plasma, lo cual puede
observarse on los cromatogramas expuestos en la pdgina 28 pues en el
cromatograma A (placebo), no se observa un pico, como en los demis
cromatogramas (B,C y D) que indique la presencia de grisecfulvina.

Precieidn del siatema

Los resullados arrojados indican que el sistema es preciso bajo las condiciones
de trabajo ya mencionadas, pues el valor para el coeficiente de variacién obtenido
mediante los resultados experimentales (1.080) es menor al valor establecido por
los criterios de validacién para métodos cromatogréficos (1.5%).

Linealidad

* Con los resultados de la validacién del método cromatogréfico, se establecid
que éste es adecuado para el andlisis propuesto, ya que tanto en la
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determinacion de la linealidad del sistema como en la del método, se observa
proporcionalidad entre la respuesta y los diferentes niveles de concentracién,
niveles que van desde 50,75,100,125, y hasta 150%; es decir, el método
implementado es lineal a estos niveles de concentracién, segtn lo indica el valor
del coeficiente de correlacién, que de los pardmetros estadisticos es el que tiene:
mayor peso como criterio de aceptacién.

Con respecto a Ia linealidad del método, no se observa solamente, un valor
del coeficiente de correlacién aceptable dentro de los criterios de validacién, sino
que ademas los valores obtenidos para la pendiente (m=1) y la ordenada al
origen (b=-5.3x10") que presenta una tendencia hacla cero, también son
indicativos de la linealidad del método.

Exactitud y Repetibllidad 2l 100%

Para determinar la exactitud y repetiblidad del método es necesaria la
comparacién de los resultados con los valores ya establecidos. Observando sélo
el valor del coeficiente de variacién, se puede decir que el método as exacto ya
que el valor experimental (CV=1,30) es menor al que astablecen los criterlos de
validacién (CV=2%).

En base a los resullados obtenidos por estadistica inferencial, también se
deduce que es exacio y repetible pussto que el valor del estadigrafo calculado (t
de student para evaluar exactitud y Ji cuadrada para evaluar repetibilidad) es
menor al valor obtenido de tables; esto es, Lu. = -0.31813, tu = 2.015,
Xiac=2.128, y XP 1 = 12,83, Ademis de que los valores de porciento de
recobro caen dentro de los limites establecidos de 98 a 102%.

Reproducibllidad

Considerando el valor del cosficiente de variacién, se chserva que éste,
siendo de 1.367 es menor que el establecido (CV < 2%), por lo que se deduce
que o método es reproducible a las condiciones establecidas y que no hay gran
variacién en el valor de los resultados al aplicar el método por diférentes analista
ni en dias diferentes, lo cual es avalado por los valores obtenidos para. el
porcentaje de recobro que se encuentran en el limite de 88 & 102 %, y por el
andlisls de varianza en el que el valor del estadigrafo F de Fisher, calculada
experimentaimente, es menor (Fa.4=0.6723) que el valor obtenido de tablas
(Fang,=38.51) con respecto al analista, de igual manera que para el andlisis de
varianza con respecto al dia ((Fd.s=1.745 y Fd\,; =6.06).
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Estabilidad de ia mueetra

Se dice que la muestra es estable, es decir, que sus caracteristicas
fisicoquimicas no cambian de manera considerable si el valor del Intervalo de
confianza para la diferencia de la media de andlisis incluye el valor de cero y/o la
magnitud del efecto se encuentra entre 88 y 102 %. En base a esto, aunado a los
resultados obtenidos, se establece que la muestra es estable bajo condiciones de
refrigeracion, pues el valor de la media de los factores | TR/24hrs.= 98.94% y
TR/48hrs.= 101.80 respectivamente, se encuentran dentro del limite; ademds de
los intervalos de confianza respectivos son de -4.410 a 2,310 y -0.154 a 3.974,
los cuales incluyen al cero como esté establecido.

No se recomienda mantener muestras para su andlisis a temperatura -
ambiente ni siquiera 24 hre después de su preparacién, pues los resultados -
indican que las muestras no son estables ya que el |C presenta valores de 0.8035
2 5.136 para TA/24hrs ( aimacenamiento a témperatura ambiente durante 24 hrs.)
y de 5.562 a 6.777 en aimacenamiento durante 48 hrs.; valores que no Incluyen al
cero, ademds del resultado obtenido para el factor | el cual es de 102,87 y 107.68
respactivaments. Dichos resultados no caen dentro de los iimites del 98 al 102%,
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IX. CONCLUSIONES

1.- Se implementd un método analitico para la cuantificacién de griuofuMnu on
plasma bajo las condiciones mencionadas.

2.- La muestre es estable bajo condiciones de rofrigdracién hasta por 72 horas
después de su preparacion, para este método de andlisis.

3.- Se validé el método implementado para ia cuantficacién de gﬂioofulvinu on

plasma con lo que se concluye que ef método es especifico, lineal, reproducible,
exacto y preciso,

4.- Considerando lms urlcmiodcu de la griseofulvine, se logrd la
implamentacién del método de andiisis por Cromatografia Liguida de Alta
Resolucién empleando un detector de uliravioleta, asimismo su validacién lo cual

lleva & Ia conclusion de aceptar ia hipStesis ya que ef método result ser preciso,
sapecifico, lineel, axacto, repetible y reproducible.
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ANEXO

Linealidad

Calculos de coeficiente de correlacion (r)

1

2
-]
Tt - @] {n (zy’)-wv)%

_Cosficiente de determinacion ()

2

2 MD0) () 2 |
:&n(zx‘) -] {m 2 - (29

Desviacién estandar (DE)

1

oE .[ N(Iy) - (&) J

sesssnvsenssusnan

Coeficiente de variacién (CV)
CV = (DE/ X)100

Limite de confianza 97.5% para la pendiente
LCe=B 2t [sm HSxyn )‘]

Limite de confianza 97.5% para el intercepto
LCA = 8+ by Syx VIR 1 (X
con a =0.05, n-2 gl.



Precision

Media aritmética

Desviacion estandar

12

N(Zy) - 2y

DE { S ]
N(N-1)

Coeficiente de variacion

CV = (DE/ X) 100

Exactitud y Repetibliidad

Porclento db hwbro R)

R= (Y /X) 100

Media del porciento de recobro (R)
IR

-

R=

n

Desviacion estandar c‘lgl porciento de recobro (R)

DE=Z(R-R) /n-2

A Coeficiente de variacién (CV) k
CV = (DE/ R) 100
t de Student

tw =X -/ (DENR)
u=100%
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Intervalo de confianza para la media

12X +tar (SWT)

Reproducibilidad
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