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T .~INTRODUCCION.




La Griseofulvina es un antimicédtico producido por cepas de

hongos de Penicillum griseofulvum diercky, Penicillum jancewski,

Penicillum Patuiuwn y Fenicillun nicricans; su actividad antifin-

gica se manifiesta cuando se administra por wia oral y para el -
trataniento de las dermatomicosis, causadas por hongos del grupo

de los Dermatofitos.

En general la Sriseofulvina es un 'agente eficaz; pero exis-
ten casos en los que la lesién mo es curéda por este firmaco O -
bién existen reczidas posteriormente.Esto se puede explicar en -
base a gue los microorganismos desarrollan resistencia; o por una
absorcién deficiente en el tracto gastrointestinal; ya que toman-
do en cuenta las propiedades fisicoquimicas de la Griseofulvinay’
ésta presenta problemas de solubilidad que se ven reflejados en ~
la absorcibén del farmaco,

En México no existe un método analitico 'para'la_deteminacién
de Grisecfulvina que satisfaga las exigencias que requiere la de
terminacidn en fluidos bioldgicos. Debido a esto surgid el inte-
vés por desarrollar un método amalitico que pueda ser .aplicado. en
la cuantificacién de Griseofulvina en fluidos bioldgicos con el
Fin de realizar estudios posteriores de farmacocinéticd y biodis
ponibiiidad.

Los parémetros que se tomaron en cuenta para desarrollar este
método fueron: sensibilidad, linealidad, reproducibilidad y can-
tidad minima detectable.

Estos parametros de acuerdo a modelos estadisticos describen
1a confiabilidad del método.
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II.7. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

IT.1.1 -~Nombtres cuimicos v sindnimos: El nortre quimico de 1a -~

Griseocfulvina es: (25-trans)-7 cloro-2°,4,6,~trimetoxi-6"metil~

spiro- bensofurano-2 (3H),1 ciclozexen -3,4°diona.

Otros nombres con los que se le conoce son: Curlin Gactor,
Fulecin, Fulvicin, Fulvin, Grisactin, Grisovin. Gris/PEG, Grisio,
Likudén, Neofulcin, Pencyl, Speiro Fulvin, Sporostatin. (1}.

IT.1.2. Fé6xrmula Condensada: 017Hi73106

I1.1.3. Férmula Desarrolladas

La Griseofulvina obtenida por sintesis quimica es una mez
cla racémica dl-Griseofulvina, mientras que la obttenida por tio

sintesis es +4Griseofulvina {6-9).

IT.1.4. Composicidn Porcentual:
C= 57.88%, H= 4.86%, Cl= 10.05%, O= 27.21%

I1.7.5. Pesc molecular: 352.77




II.1.6. .Solubilidads Sumamente soluble en tetracloroetanv, di~

clorometano, ligeramente soluble en 'etanol y metancl, soluble en
acetona dimetil formamida (12-14 g/100 ml a 25°C) y en clorofor-
me, ligeramente soluble en agua (15'meg/mi a 37%, 10 meg/ml a <+
25%) (1 +2,3,). La solubilidad en agua se puede aumentar para las
pruebas de disoluridn de las formas farmaceGticas, asi como para
la solubilidad del mismo principio ac':tivo,. mediante el uso de ten
soactivos, evitando asi la aglomeracidn de particulas. (5).

II.1.7. Pka: La Grisecfulvina en wn compuesto neutro.

II.1.8. Rotacidén Optica Especifica: cc{? =+ 370°

+1T.1.0 . Descripaibn: La Griseofulvina es un polvo blanco o cre-
ma p&lide cuyo tamafio de particula especificado en la Farmacopea
U.8.P.XIX, es del orden de 4 mc; en la Farmacopea Britanica esta
blece el diimetro de la particula como 5 mc comc méximo, Sin em-

bargo en el polvo pueden encontrarse particulas que exceden de ~

las 20 mc.

II.1.10. Pu=tu de fusibn: 218-22400.

iI:1.141. Espectro de U,V.: La absorcidén de la Grisecfulvina al -
U.V. presenta dos méximos a 286 y 325 nm, con un coeficiente de
extincidn de 2300 y 5200 respectivamente.
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fI.2. USO CLINICO.

La Griseofulvina es un agente entiffingico ampliamente utili-
zado en el tratamiento de las dermatomicosis. Es el unico férma-
co efectivo por via oral para el tratamiento de estas enfermeda_
des.

La Griseofulvina fue aislada en 1939 por Oxford y col. de wna
cepa de Penicillum griseofulvum diercky (21). En 1946 encontraron
una substancia producida por Penicillum janzewsky que producia re
| traccién de las hifas micdticas, la cual llamaron factor rizador,

m&s tarde se descubrib que era Griseofulvina. Otros hongos que pro

ducen esta substancia es el P. patulum, P. nicricans.

Durante los diez afios que siguieron a su descubrimiento, el -
antibidtico se empled mucho en el tratamiento de diversas enferme
dades micdticas de plantas y de tifia del geamado vacuno. Durante -
una investigacién de diversos compuestos terapéuticos para el tra
tamiento de las infecciones micéticas de pies de los mineros esco
ceses, Gentes en 1958 observé que la Grisecfulvina curaba la mico
sis esperimental del cobayo. E1l meddcamento se sometié a investi
gaciones clinicas en E.U. y en Europa y pronto estuvo disponible_

para aplicarse en clinica.

Ii.2.1.Dermatomicosis: Las dermatomicosis son enfermedades infec

ciosas de la piel y estructuras relacionadas como son uflas y cue
ro catelludo causadas por hongos del grupo de los Dermatofitos.

Este grupo de hongos representa tres géneros: Epidermophyton, Mi
crosporum ¥ Tricopziyinn. Ocasionalmente las dermatomicosis son -

causadas por Candida albicans. {(22)

Las infecciones causadas por las diferentes tineas son clasi

ficadas de acuerdo 21 sitio de la infeccién.



Tinea Cipitis: infeccibén crbénica que involucra cuero cabelludo;

es altamente infecciosa.

~ Tinea Barbae: afecta el &rea barbada de la cara y cuello.

- Tinea Unguium: también llamada ornicomicosis, es una infecciérn -
crénica gue afecta las ufias de les ples y manes,

- Tinea Corporis: infeccidn que afecta la piel.

- Tinea Imbricata: es un caso de tirfea corporis causada por T. Con
céntricum y esté confinada al Lejanc Oriente, Africa y Sudamé
rica.

~ TPinea Curis: infeccién superficial crénica que afecta ei drea _
intergirosa de la regién inginal y parianal y ocasionalmente
la axila.

~ Dermatomicosis de manos y pies.

II.2.2. Modo de accién de la Griseofulvina: Nakeeb vy col. (23) —

determinaron 1as ¢oncentraciones de los dermatofitos (altamente —
sensibles); kongos filamentosos nc patbdgenos( poco sensibles); ig
vaduras y E. coli { insensibles a la Griseolfulvina).Los hongos_

patdgenos Microsporum grypsewun y especies de Trichophyton fueron

los que presentaron mayor sensibilidad a la Griseofulvina que nin

gin otro microorganismo estudiado.

La Grisecfulvina actfia en los sistemas enzimlticos de los hon
gos sensibles provocando inhibicidn de la produccién de amilasa,—

incremento de las alquilfosfatasas y decremento de las estearasas.

Los estudics realizadcs por Huber y col{16) encontraron que —
los micelics de los honges tratados con Griseofulvina eran afec-
tados en su composicidn. fe encontrd gue tante el contenido de -
DRA, como el fosfato y el RNA disminufan poco,las proteinas to-
tales permanecieron inalteradas, psro los carbohidratos vy los';;

pidos totales. decrecieron.



La Griseofwivina. preserta accidn antiinflamatoria en artri-
tis, gota y corndiciones similares {(24). Este efecto es importan

te en el tratamiento de las dermatomicosis.

I1.2.3. Efectividad Clinica. Aunque en general la Grisecfulvina

es un agente terapéutico eficaz, existen casos en les gue la le
sién no es curada por este firmaco; o tién es curada clinicamen

te y presenta recaidas.

En algunos casos estas fallas se pueden explicar en base al
desarrello de resistencia por los microcrganismocy © por una —-—
absorcién deficiente de la Griseofulvina en el tubo gastrointeg
tinal. Sin embargo, existen casocs en los que las razoneS no pue

den determinarse.

Las infeccicnes en los pliegues interdigitales de los pies
debidas a T. yubrum son particularmente resitentes a la tera-
pia con Grisecfulvina, ccurriendo Ficilmente recaidas o reinfec
ciones. Aunque en la mayor parte de los casos €l hengo es sen-
sible al antibidtico, existe la posibilidad de que el antibib-
tico no se distribuya en ese sitio anatdmico en la misma forma

que en las otras &reas, debido posiblemente a la alta humedad -~

local.

En casos de existir alguna infeccién asociada con bacterias
o algunas especies de Candidéa , cabria la posibilidad de que el

f&rmaco fuerz degradado, evitando asi su accibn (25).

En 1965 Andérsan (26) efectud una revisién de l1a utilidad_
de la Griseofulwvina; recopilando los resultados de los estu-~
dios clinices, pudo observar la efectividad de la Griseofulvi-

na.

4]



Infecciones del cuexrc cabelludo 93.1% de efectividad
Infecciones del tronco v extremidades 64.8% de efectividad
Infececiones de palmas y plantas 52.3% de efectividal

Infeczion=s de ufias de pies y manos 56.9% de efectividad.

IX.2.4., Tratamiento. E1 tratamiento de las dermatcmicosis puede

incluir des tipos de terapia, local y sistémica. Fara la prime
ra los agentes mé&s empleados son el Acido Undecilénico, el Tol
naftato y el Acido Octoico. Para la terapia sistémica el Gnico
agentevdispdnible es la Griseofulvina. La principal forma Ffar
macéutica es el comprimido, aunque también se utiliza la sus—-

pensién acuosa (27}.

Los comprimidos se presentan conteniendo 125,250,500 mg de

@riseofulvina micronizada. La suspernsién contiene 125 mg/ml.

0
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II.3. METODOS DE VALORACION EN FLUIDOS BIOLOGICOS.

Parz el estudic de la farmacocinética y bBiodisponibilidad
de la Griseofulvirna a partir de diferentes formas farmacéuti-
cas (tabletas, suspensiones, soluciones parenterales), es ne-
cesario la determinacién de la Sriseofulvina y/o sus metaboli

tos en los fluidos tioldgicos.

Los métodos analiiticos deben fer muy sensibles, ya que los

niveles que se encuerntran en los fluidos bioldgicos son del oxr

den de mcg/ml.

. Los principales filuidos biolfgicos en los que se efectfan_

estas determinaciones son plasma ¥y orina, se pueden anmalizar tam

bién piel, sudor y heces Ffecales.

El principal metazbolito de la Griseofulvina es la 6-desmetil
griseofulvina que sSe excreta en la orina en forma libre o conju
gada comoc glucordnido; otro metabolito detectado en menor pro--

Torcidén es s-desmetilgriseofulvina {30).

Para escoger un nmétcdo analiticc se deberé& tomar en cuenta:
-procedimiento,
-~ estabilidad de los constituyentecs,
~ linealidad del métode,
~ tiempo de reaccidnm,

- estudios de recuperacidn,

Precisidn,

—~ interferencias,

- comparacidn en métodos,
- dndice terapéutico.
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IT.3.1. Método Espectroflucrométrico.

La Griseofulvina absorve radiaciones de longitud de onda en
€l rango de 295-315 mm adquiriendo ur estado exitado y regresa a
su estado basal al emitir radiaciones que son analizadas en el -
rango de longitud de onda de 420-450 xum.

Al efectuar las determinaciones se debe tener control sSobre-
1la temperatura, porque la fiuorescencia decrece marcadamente al —
aumentar la temperatura. E1 método es pricticamente independiente
del pH en > rango de 3-10. '

La fluorescencia se incrementa linealmente en un rango de -
0.05 a 5.0 mcg/ml.-

Todos 1los ensayos espectrofluorométiricos son bdsicamente mo
dificaciones del método original de Redford y col. {11). Dicho -~

todo ionsite en hacer una extraccién con éter de una pequefia -
muestra de sangre o plasma de un individuo a1 gue se le ha admi-
nistrado la Griseofulvina. De esta fase etérea se toma una alicuo
ta que se evapora a sequedad. Bl residuo se disuelve en etanol -
al 1 ¥ en agua, y se determina la flucrescencia contra un estan-
dar de Griseofuivina.

Se utilizan como blanco muestras de sangre, tratadas en la_
misma forma.

La primera modificacidn del método de Redford, fue hecha por
Iraml y col. {722}, donde cambiaron el disclvente empleado en el_
nétode origiral fetanol al 1% en agua) por etanol anhidro o me_

tanel con lo gue lograron scluciones trasmsparentes.

El uso de metanol preserta la ventaja de poder usarlo gra -~

do reactivo, cue ro contiere impuerezas fluorométricas.
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Rowlan v col (13) introdujeron una modificaciédn consistente
en hacer la determinacién de la Eluarescencia.antgf v después -
de la adicién de Acido Sulfurico 6N. Las lecturas se hicieron a
una longitud de onda de 315 nm para la excitacibén y a 450 nm pa
ra la emisién. La determinacién hecha después de la adieibén, co
rresponde al blanco y el valor obtenido se resta de la lectura -
antes de la adicién del &cido.

La Ultima modificacién del método (14) fue hecha para evitar
los problemas que resulta de la descomposicién de las 'iipobrotg
inas del plasma; que producen un incremeznto en la lectura del -
blanco. Las i1ipoproteinas son eliminadas por'una extraccidén con
&ter, la fase eterea se evapora a sequedad y se redisuelve en ~

metanol-agua 1:1 ¥ 2o hoce una segunda extraccién con kexano.

La eficiencia de las extracciones se determina adicionando_
cantidades conccidas de Griseofulvina a plasma humano dentrc de
un rango de 0.1 a 1.5 hc/hl ¥ analizande las muestras por el mé
todo espectrofluorométrico. Las longitudes de onda para las lec
Aturaé fueron: 306 nm para la excitacién y 420 mm paré la fluores

cencia mixima. ' -~

Se encontrd que la recuperacién variaba de 88 a 102% con un
promedio de 93X, ¥ parece ser independiente de 1la concentracidn

dentro del rango mexcionado.

El metabolitc S-desmetilgriseofulvina no interfiere con esta
determinacién, ya que su fluorescencia disminuye a pHs mayores —
de 2.4 y es pricticamente nula a pH de 7 {(15). sin embarge se ob
tienen valores mAs altos al comparar ooa C.G.L.; que Schwarz -
explica en base a la contribucidn que pueda tener el metabolitoc
en la medicién de 1la fluorescencié,



Bl método espectrofiucreméirico es aplicable también ez ia
terminacidn de Griseofulvina en sudor modificando el procedimien-

to de extraccidén (14).

A la2 muestra de sudor se le adiciona bicarbonato al 110% para
nentralizar, v se efectua la extraccién con éter. La capa eterea
se lava varias veces con agua y Se evapora a sequedad. La Griseo

fulvina sz determina como se ha descrito.

I11.3.2~-M&todo Biolégicp.

Debido a la propiedad que posee la Griseofulvina de inhibir-
el desarrollo de determinados hongos, se puede realizar una cuan
tificacibn empleando sistemas bioldgicos. De esta manera se desa
rro1ld un primer método gue es una modificacidédn del ensayoc cilin
dro-placa empleado para las penicilinas, usandc como organismo —
de prueba Microsporum gypseum. La concentracidén minima que este
mé&todo puede detectar en Ffluidos bioldgicos es de 0.9 mcg/mi (16)
Por lo cual; el método no resultd adecuado ya que los niveles que

se pueden encontrar en sangre son inferiores a 0.9 mcg/mi.

En 1969 se reportd una técnica de microcultivo para la deter
minacién de la actividad antifiingica (16). El método se basa en_
la determinacién de la velocidad del crecimiento sin tener gue -
llegar a la inhibicibn completa como el método anterior.

Lz técnica de microcultivo se podria emplear en la determina
cién de niveles sanguineos, va que la cantidad minima detectable
es 10 veces menor que la del método espectroflucrométrico. En la
técnica de microcultivo se detectan desde 0.07 mcg/ml, mientras
gue el nétodo espectrofluorométrice detecta V.1 mcg/ml.

Fara el desarrcllc de uwna cepa de Micresporwn gypsewn, S& —

[45)



usz. un média de agar Sabouraud, incubado durante cince dias. El

mesic basal es Sabouraud liquido. Utilizamdo una jeringa, se co
loca una delgada linea de petrolato a lo largo de los dos bor--
des paralelos de cada portackbjeto (previamente esterilizado) y
sctre la linea media perpendicular a lcs bordes. En cada porta-
objetcs se colocan tres cubreckjetos Formando un total de seis
cédmarazs. Los tubcs capilares conteniendo la suspensién de coni
dias se colocan adyacentes al cubreobjetos y se libera una pe-
queﬁa'cantidad de indéculo (aproximadamente 0.1 ml) que por ca-
pilzridad penetra en la camzra. Después de la inoculacidn se <
sellar con petroclato los bordes faltantes, dejando sélo los sux

cos abilertos-para pavra el intercambic de aire.

Los microcultivos se incuban en la oscuridad a 35°C en una —
camara himeda durante 16 hrs. anteriores a2 lza determinacidn. La
curva estandar se elabora graficando logaritmo de dosis contra_

velocidd de crecimiento.

Aunque no se encontrd ningiin estudic de niveles plasméticos
de la Griseofulvina que utilizara este método en sus Getermina-
cidnes, existe la posibilidad de poder usarlo par su alta sensi
tilidad y especificidad, ya que distingue a la Grisecfulvina de

sus metabolitos gue nc presentan actividad fungicida.

II.2.3. Método de Cromatosrafia de Capa Fina (C.C.B.).

Garceu, Bresson y col. (28) lograron cuntificar Griseofulvi
na y el nmetabolito 6~desmetilgriseofulvina, tanto en plasma co-
mo exn orina utilizande C.C.F., junto con un procedimiento flyoro

métrico.

Fl métcdo consistic en extraer con éter ia Grisedfulvina del

lasma, tomar. u ) '
= ' ura alfcuota de la fase etérea, evaporar ¥y re-



disoiver en clorcformo, la solucidén se aplica en la placa croma
togrdfica junto con un estandar de Grisecfulvina de concentra-——-
cidn conocidé; la cromatografia se desarrolla en un sistema de___.
disolventes de éter-acetona (80:21).

La 6-desmetilgriseofulvina fué extraida de la orina con ben
ceno previa acidificacién con HC1 0.1N; se aplicéd una alicuota_
de 10 mcl de la fase orgénica en la placa cromatogrifica, la —-—
cual se desarrolld en un sistema de disolventes: cloroformo-é&-
ter-acetona-acido acético (65:20:15:05).

La cuantificacién se realizd de acuerdo a la fluorescencia
de 1las manchas en un espectrodensitémetro. Las concentracicnes
de Griseofulvina y de metabolito encontradas en plasma ¥y en O~
rina se encomtraban en el rango de 20 ng- 1.5 mcg/ml y de 10-80

mcg/m}l respectivamente.

Este método fue utilizado para realizar estudios de biodis-
ponibilidad.

I1I.3.4. —.Método Cromatograffa de Gas-Ligquido. ba Cromatogras’

Fia Gas-Liquido es esencialmente una técnica de separacién. En

esta técnica la muestra es llevada através de la columna por -
un gas inerte, pasando por el soporte que es de un material im
nerte cubierto por un solvente no volidfil y que constituye la_
Fase liquide.

El disolvente retarda selectivamente el paso de los consti
tuyentes de la muestra de acuerdo a su coeficiente de distrit
cidén y de esta manera se separan los compuestos, los cuales se

manifiestan en un detector.

En 1966 Iguchi{17) reporté un método de cuantificacién de
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Griseofulvina en comprimidos y suspensiones por el método de-

C.G.L. En &1 se utilizb el siguiente equipo: detector de ioni
zacién de llama de hidrégeno; columna de acero inoxidable ‘enr
forma de T de 150 cm de largo x 4 mm de didmetro interno, em—
pacada con SE-30 al 1.5% sobre Cromosorb W, 80-7100 mallas.

Margosis (18) efectu un anilisis similar en productos far
macéuticos comerciales y el.estandar de F.D.A. con el siguiente
equipo y condiciones: detector de iomizacidn de llama; columna
de vidrio enrrollada, de 3 ft de largo x 4 mm de diimetro inter
no, empacada con 0V-17 al 1% sobre Cromosorb Q de 100 -120 ma—
llas; temperatura dé la columna 24500, temperatura del inyector
260°C; temperatura del detector 260°c; flujo del gas acarreador
(helio) 60 mi/min; hidrégeno 22 psi.,aire 30 psi., estandar in
terno tetrafenilciclopentadienona. Posteriormente, demostrd la
validez y aplicabilidad del mé&todo en un estudio donde partici
paron 24 laboratorios (19). En este caso las condiciones a2 las -
que trabajaron los laboratorios fueron variables, pero en térmi
mos generales se utilizaron columnas de un rango de eficiencia
de 300 & 2000 platos tebricos con promedio de 993+ 37 platos/m..
Las columnas utilizadas fueron GVi17; y SE-30 empleando como —

estandar interno tetrafenilciclopentadienona.

-

Estos estudios sirvieron para desarrollar otro método para
determinar Griseofulvina en plasma(20). Dicho método es répido,
simple, especifico, exacto y confiable alin cuandc en la muestra
se encuentren compuestos estructuralmente relacionados. Las con
diciones y equipo utilizados fuerocn: Cromatdgrafo de Gases con_
detector de captura de electrones; columna de vidrio de 152.4 cm
(5£t) de laxgo x 4 mm ée difmetro interno, empacada con OV - 17
al 3% sobre'Crcmosorbw de malla 80-100. La temper. tura del de~
tector 330°c, temperatura de la columna 270°C; temperatura del



inyector 21C°C; gas acarreador ( argdn-metano, 90:10}; con fiu

Jo de 150 ml/%&in; range de 10 con factor de atenuacién-16x.

Mediante el método de C.G.L. fue posible la determinacidzm
de Griseofulwvina en piel{14), lo cual es importante, ya que es
te farmaco es um agente antiffingico efectivo en infecciones su

Perficiales de la piel.

En términos generales, el método consiste en efectuar extrac
ciones generalmente con &ter de las muestras de plasma o piel -
obtenidas. Se tomad una alicuota de la fase etérea v se evapora
a sequedad. La muestra desecada se redisuelve en un volumen ade
cuado de benceno cbnténiendo un estandar interno. De esta solu
tién se toma wma muestra del orden de microlitros y se inyecta
2l cromatbgrafo. Se elabora una curva estandar empleando dife-
rentes concentraciones de Griseofulvina patrdén a las cuales se
Ges inyecta el mismo volumen de estandar intermo que las mues—
tras problema. Se grafica la relacidén de &reas o azturas de Yos
Pices de la Sriseofulvina y del estandar interno contra concen-—
traciones. La relacién obtenida para la muestra problema se in-
rerpola y se obtiene la concentracibn ern plasma o piel. Se asu-

wme que la recuperacién es cuantitativa.

Fara la deteccidén de 1a Griseofulvina se puede hacer uso -
de dos tipos de detectores que son el de ionizacidn de llama ¥
€l de captura de electromes. Para los estudios en plasma y piel
{14,20) se prefiere el detector de captura de electrones, ya —
cue es més sensible y especifico para la Griseofulvina. Pudien

dose detectar cantidades a nivel de picogramos.

El detector de captura de electrones tiene un rango lineal
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corto. En el estudic de Shak ¥ col. (14) se encontrd ur Tango -
entre 100pg -7 ng. En este estudio se utiliraron 50 ng Ce diaze
pam como patror interno, cor un tiempo de retencién de casi 3 -
min. Para la Griseocfulvina el tiempo de retencidn fue arroxima~
damente 8 min, en este caso el eguipo y cordiciones a las que se
trabajé fueron: Detector de captura de electrones; colurma de -
vidrio OV-17 21 37 sobre Crocxescrb W, con 1.83 m de large x 0.2
cm de difmetre; lz temperatura de la columna 27000; termperatura
del inyector 31308; temperatura del detector 34006; gas acarrea
dor argbén-metanc (95:5) con flujo de 40 mi/min. La sensibilidad

fue del rango de 10 con un factor de atenuacidn de 16x.

En las condiciones utilizades el metabolito princiral de la
Griseofuivina tiene un tiempo de retencidn mayor y se eluye co-
mo una banda muy plana casi indistinguible a las concertracio-

nes corresponcientes.

Segtin los resultados de los mé&todos anteriores la cantidad_

minima detectable en los distintos métodos son:

Método Cantidad minima de Limite superior
tectatle en plasma en plasma. mcg/ml.
meg/ ml.
Espectroflucrométrico 0.10 2.5
Microcultivo 0.01 —_—
C.G.L.{(Espectrodersitémetro)} 0.02 80.C
C.G.L.(Ionizacién). 0.05 1.5

C.G.L.( C. de electrones) 100 pg. 7.-C ng.



IT.3.5.Determinacion - de la 6-desmetilgriseofulvina: La melicidn

de 6-desmetilgriseofulvina en muestras de orina, ofrece uxn mé
todo conveniente para los estudios de biodispecnibilidad ce la_
Griseofulvina.(15,28), va que sélo una pequefia proporciér {me-
nos del 0.1%) aparece en forma inalterada, siendo la €-desmetil
griseofulvina el principal metabolito. Este metabolito Flusrece
con la misma energia de activacidén (315mm) ¥ con el mismo méi-
mo de fluorescencia. La intensidad méxima de Fluorescenciz es a

PE 2.4 siendo précticamente nula a pH 7.

\
La mayor parte del metabolito se excreta en forma libre aln
que también existe en forma conjugada como glucordnide, as5i para
obtener el total del metabolito excretado es mecesaric hidroli-

zar el glucorbnidc con la enzima glucoronidasa.

Rowiand y col. (15) reportaron un métodc espectrofiucromé
trico para la determinacién de la 6-desmetilgriseofulvira en -
orina. En téxrminos generales el método consite en tomar 2 nl -
de orina, adicionar 0.1 ml de amortiguador de citratos pE 3.9_
¥ 10 ml de una mezcla de ciclchexano, clorure de metilenc (1:
1). Se agita y se centrifuga; se toma una alicuota de la capa_
orgénica y se hace una segunda extraccién coan el amortiguador
de fosfatos pH7.9, se agita y se centrifuga. La fase organica
se desecha y la capa acucsa se pipetea en dos tubos, uno conte
niendo amortiguador de Mc. Ivaine (Acido Citrico, Fosfatc Dis6
dico) y otro contenmiendo 0.2 ml de Acido Clorafdrico 5¥. La ab~
sorbancia de la solucién 4dcida se determina a 327 nnt, la cpal -
se interpola en una curva estandar en un rango de 0.1-1C mcg/ml.
La concentracidn de glucorbénido se determina como la diferencia
entre las concentracicnes de €-desmetilgrisecfulvina antes y -
después de.la incutacidén de le ruestrz de orina durante varias

horas a 2770 cor 100 unidades <c gluccronidacss en 1T nl Je ao-
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tiguador de fosfatos.

£l p¥ de la primera extraccién permite la recuperacién cuan
titativa de la 6~desmetilgriseofulvina y reduce interferencias -

debidas a constituyenes de la orina.
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I1II.1 DETEIXNINACION DE IRISEQFULVIIA EN ORINA POZ CLG.L UTILIZAN-
DO DETECTOR DE IONIZACION DE LLAMA,.

III1.1.1 Material v Equipo.

Cromatégrafo de Gases marca Varian, modelo. 3700.

Columna: OV-17 al 1.5% en Chromosorb ¥, 80/100 mallas, columna_
de vidrio de 200 cm de largo, 0.25 pulgadas de dismetro externo.
Condiciones: temperatura de la columnas 30000; temperatura del =
inyector: SQOQC; temperatura del detector: 330°C; presidn del gas
acarreador: 39 psi., con 15 ml/min de velocidad. Sensibilidad —

10‘11: velocidad de la carta: 0.625 cm/min.

I1X.1.2. Reactivos:

Eter etilico (R.A.)Baker.

Cloroformo (R.A. tridestilado) Baker.

Diazepam (U.3.P. lote 6226702, clave 1018007.

Griseofulvina (U.5.P.) lote 2110 de los laboratorios Glaxc de Mex.
Tween 80.

Clorurc de sodio (R.A.)} Baker.

Acetona {R.A.} Baker.

IIT.1.3 Soluciones: Estandar internoc de Diazepam { Solucién de 80

meg/ml ). Curva estandar de Griseofulvina en cloroformo a concen—
traciones de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0 mcg/mi.
Solucién saturada de Cloruro de sodio.

ITII.1.4~ Preparacién de las dilucicres: Se pesarcn 20 mg., de Bri-

seofulvina ¥ se aforardr con Clorcforro a 100 ml. obteniendose ——
una concentracién de 202 meg/mi.
De esta sclucidn se tcmarcn 2 ~l. ¥y se Coleszyron ern un matral

volumétrice 3e 25 ml., esta alicuota se evapcxé a sequedal con I, .
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posteriormente se le agregarcon 0.5 ml de a2rtetona y 0.1 ml de -
trveen 80 para disolver, se aforé al volumen con orina, para ob
tener una concentracién de 16.0 mcg/ml. De esta solucidn se hi
ciercn tas siguientes diluciones:

16 .mcg/ml

5m1 ————310 ml = 8 meg/ml
5 mllt—-/-;- 0 mi = 4 meg/ml
5 mla-/:o mi = 2 meg/fml
5 ~——>10 ml =1 meg/m1
5 m1410 ml =0.5meg/ml

La curva estandar se prepard de la misma manera partien-
do de la solucidén cloroférmica de 200 mcg/m:, estas diluciones

se hicieron en cloroformo.

IXI.1.5. Método de extraccidn:iFara hacer 1la extraccidn se tomb

1 ml de las: soluciones problema, Se les afiadid 1 ml de solucién
saturada de clorurc de sodio y se extrajo con 10 ml de éter eti

lico, se agitdé por un minuto, se dejé separar las capas, se tO-

mo una alicuota de 5 ml de la fase etérea ¥y se colocd en otro -

tubo donde se evapord a sequedad. Se le agrégaron 45 mcl de es-~

tandar interno. Las muestras se tomaronvpcr cuadrupliéado apli-

céndoles el mismo tratamiento a todas.

Para la curva estandar {diluciones en.cloroformo) no se hi
zo extraccidn, solamente se tomd la alicucta de 1 ml y se colo-
cé en un tubo dorde se evapord a sequedad agregdndole al mismo_
tienpe el estandar interno.

Las muestras se redisolviercn en 45 mcl de clorcforro en -
el mcriento de hacer la inveccién. De cada tubte se hicieron tres
inyeccicnes, con €l fin de cteervaer la reproducibilidadvwy 1a va

rizcifz en cada inyscoidn, postericrmente se Ceterminé 1 prome
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dio de la relaciér de alturas de 2as tres.

Para cada curva problema se inyectd su correspondiente cur
va estandar,

Los tiempos de retencién a las condicicnes antes menciona
das para el estandar interno y rara la Griseofulvina fueron -
3.0 y 6.8 minutcs respectivamente. Se encontrd que los compues
tos scn estables a sstas condicicres, ya gque al inyectarse ca-
da vno por separado aparece solarmente el pico correspcndiente

al ccrpuesto.

IIT.1.6.Estatilidad: Para esta prueba se prepard una solucidn_

de 4 nmicg’ml de Griseofulvina disueltos en orina; esta sclucién
se dividid en cincc tubos, con el Fin de que pefmanecieran en_
cengel=zcién hasta el momentc de kacer la extraccién. las mues-—
tras se descongelarcn y se extrageron a los siguientes tiempos:

cero, sesunda, tercera y cuarta semana.

III.1.7. Coeficiente de Variacidn en la Extraccidn: En esta -

pruetz se hivo el arfliisis con ura sola concentracidén (2 meg/ml)
=
=Y

iy
1)
e
(&5
19
m
Q
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ulvina en orina. Je prepararon cuatro muestras de a-

cucrdo al rftodle 42 extraccidn dezcrito en la seccidn III.1.5.



IXIT.2. DETCRMINACION DE GRISEOQFULVINA EN PLASMA POR C.G.L. UTI-

LIZANDO DETECTOR DE CATTCRA DE ELECTEONES.

III.2.1.Material v Fquipo:

Cromatégrafo de Gases marca Varian, modelo 3700,

Columna de vidrio ée 200 cm de largo y de 0.25 pulgadas de dia;
metro externc. Colurma OV-17 al 1.5 ¥ en Chromosorb W, 80/100 -

mallas, Condiciones: temperaturz de la columna:BOOoc, temperatu
ra del inyector:32ooc, temperatura del detector:230°C. Veloci<i-
dad del gas acarreador: 15 ml/min, presidén del gas acarreador -
(NQ) £2-psi.. Senmsibilidad: de 10; velocidad de la carta 0.625

cm/min.

I1I¥.2.2, Reactivos:

Eter etilico {(R.A.) Monterrey.

Benceno R.A.) Baker.

Diazepam (U.S.P.)} lote 62267C2, clave 1108001.

Griseofulvina (U.S.P.) lote 2110 de los latoratorics Glaxo de Mex.

Cloruro de sodic {R.A.) Baker.

I1X.2.2.8cluciores: Estandar interno: Solucién de Diazepim (40

ng/rl). Curva de Griseofulvinz en plasma de concentracicrnes de:
15.6, 31.12, 62,25, 125,250,500,1000 ng/ml.
Sclucidén saturada de Cloruro de scdio.

IZI.2.4, Freraracién Ze lzs &ilucicgres: fe pesaron 0,005 g de -

riszofulvina v s zfcraron zon Zencenc a 25 ml, obterniéndose ~



e la solucidn antericx se tomé C 1 ml ¥ en un matrz volu
metrice e 10 ml se evapord el benceno hasta sequedad, redisol-
viendo ¥ aforandc posteriormente con plasmaj para cobiener asi -
una concentracién de 2 meg/mi.

De esta sclucidn se hicieron las siguientes diluciones:

2 meg/ml
5 ml —~—» 10 m1 = 10CC ng/ml
5 mlXewy 10 ml = 500 rg/ml
5 ml xffi iCml = 250 ng/ml
5 ml [‘1@ mi = 125 ng/ml
5 ml -Z 10 ml = 62.%ng/m
5 ml Z 10 ml = 31.2ng/ml
5ml &~ 10m = 15.7ng/ml

III.2.5.Método de Extraccidn. E1 procedimiento de extraccidn es

sernejante al que se hizo para el métode er orina. 5e tomd una -
alicucta de 1T ml Je cada una de las dilucicnes; se le adiciond
1 mi de solucidn saturada de cloruro de sodio y se extrajc con_
10 mi de éter, agitardo por un minuto. De la capa etérea se fomé
una alicuota de £ ml la cual se colocd er un tubo donde se evapg
r3 a sequedad, a;regénddle al misme tiemro 0.02% ml ée estandax
interrnc. las muestras se redisolvieron corn 0.2 ml de tencenc exn
el momento de hacer el andlisis.

Este procedimiento se realisd rera prerarar ocho curvas; -
en ellas se analizaron los sigulentes pardmetres: lirneaiidad, -
rerroducibilidad, cantidad mirima detectable; los resiltados s

recentan ern la seccidn IV.T.1.

. o = il o »
Lo .Tomin pars €stancar LIUIEINo W



III.2.6.Variacién en la Extraccidén: Para medir este parametro se

hizo el andlisis con una Sola concentracién (125 ng/ml) de Sriseo
fulvina en plasma. 8e prepararon cinco muestras de acuerdo al mé
todo de extraccidn descrito en la seccién III.2.5, las cuales se

inyectaron de la misma manera gue todas las anteriores.

IIT.2.%. Estabilidad: La pruéba tiene como Ffinalidad observar si

la Griseofulvina sufre algquna degradacidn gque se vea reflejada en

un cambio de concentracidén atravez de un cierto tiempo.

Para esta prueba se preparéluna solucién de 250 ng/ml de ~
Griseofulvina disumeltos en plasma; esta solucion se dividid en
cuatro tubos, los cuales se manituvieron en congelacidén hasta el
momerito de hacer la extraccidn. Las muestras se descongelaron y
se extrageron a los sig. tiempos: cero, segunda, tercera y cuar
ta semana; estas se evaporaron a sequedad v se redisolvicron en
benceno en la Gltima semana para ser inyectadaé. El método de -

extraccidn utilizado fué el que se presernta en la seccidn ITI.2.5
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Iv.1. DETERMINACICI! DE GRISEQFULVINA EN ORINA UTILIZAUBC EL DE-
TECTOR DE IONIZACIQON DE LLAMA.

Er la figura ¥No. 1 se presenta el cromatograma obtenide al

realizar la determinacidr de Zrisecfulvina ern orins utilizarndc

-
-

detecter de iopizacién de ilamz:; en el cual se observarn gs T

cos del disolvente, del estaniar interno: Jiazerdm y e de Ta -

Grisecfulvina. Los tiempos de retencidn obtenidos conforxrme a Tas

2,

condiciones mencicnadas sn la seccidn IIT. 7.1 son 2 mirnutes para

el estandar interro y 6.8 minutos para la Sriseofulvina.

Para la cuantificacidén de Srisecfulvinz se tomd er conside
racidén el valor otteride en la relacidn de alturas de lgs ricos
de la Sriseofulvirza y el estardar interno rara cada corcentra-—
cidn.

~
Ek= Altura del pico de la 3riseofulvina + altura del pico

del estandar intermo.

IVv.1.1. Linealidad: En las tablas 1- a la £~ se presentan ics

resultados obtenides al realizar las determinacicres correspcrn-
dientes de Grisecfulvina enr orira, las cuales se encuentran g

presentadas gréficemente en las Pfiguras 2-%.



mirolvente.

Fgtandar Interno.

'Diazepan

orisecfulvina.

\J

Fizura lo. 1.

cromatograna <€ sriscofulvira en orina utilizardo <o~
tectey de icrizaciin de llama.
Corcertracidn de srizecfulvina =
Ateruaciln = 4X 11
Rongo de sersitilidad = 1 X 10"

33}
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meg/mo .



Tabla Iz. 1

Determiracidén No. 1 de Sriseofulvina en orina

urilizanrdc detector de ionizacidén de TZama.

Concentracidn Estarndar de Referencia Probiema
ncg/mi REs. Bhs.
2.5 0.060924 0.0042
1.0 0.0184 0.00%0
2.0 0.0=203 o.0182
.2 0.Cc813 ©.0286
5.0 0.1502 0.0728
TE

L G.2298 0.1502




Tabla No. 2

Determinacidén No. 2 de Griseofulvina er orina

utilizando detector de ionizacidn de 1llama.

a3
[£3]

Concentracidn Estandar de Referencia Problema
meg/mi Rhs. Rhs.
0.5 ' 0.0057 0.0026
1.0 0.0126 0.0060 -
2.0 0.0376 0.0170
4.0 0.0768 0.0349
8.0 ' 0.1508 0.0708

16.0 0.3025% 0.1519




Tabla No. 3

Determinacidén No. 3 de Griseofulvina en orina

utilizando detector de ionizacidén de ilama.

Concentracidn Estandar de Referencia

Protiema.
meg/ml Fhs, Bks.
0.5 ' 0.009% 0.0047 -
1.0 0.01%4 0.0087
2.0 0.0343 0.0169
£.0 0.0624 0.0296
8.0 2.1519 0.0736

1€.0 0.2898 0.15832

144
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* Tabla Ne.4

Determinacién No. 4 de Griseofulvina en orina

utilizando detector de ionizacién de llama.

Concentracién Estandar de Refererncia Problema.
mcg/ml Fhs. Rhs.
0.5 0.0100 0.0048
1.0 0.0173 0.0079
2.0 0.0389 0.019
4.0 0.03822 0.0382
8.0 0.1558 0.0776

16.0 0.3048 . 0.1520
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zande detector de icrizacién de Ilama.
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]

B OO N M e

.
.

o o

Al

WNHES AR

Estardar de Referenci

Problema.

-\
N
-bb
e

16
meg /i

Figura ¥o,3
Determinacidn de Griseofulvira en orina utili-
zando detertsr de ionizacifrn de 1llama.
Datos de 1a zabla No.2



9 OV 9t vy

P

47

o]

(DI S B VI

»

ey
ry

Egtandar de Ieferenc

Tigura ¥No. £

Determinacién de 3risecfulvina en orina ntili-
zando detector de ionizacidn de Xiama.
Linealidad de ics datos de la rablia No. 2.



1
(7]

BOrmameow

.
F X .

¥

oo

LN S~

.
T

Tstandar de Esferencia,

FProbtlemz.

Al

2y

[\ ¥
Y
om

Figura Yo, £
Determinaciir de Griseofulvina en crira utrili-
zando detector de ionizacidn de 1lama.
Datos de Za tabla No.4




De acuerdo a los resultados de las tablas No. 1,2,3 v 4 se
calcularon las pendientes, interceptos y coeficientes de corre-
lacién de los cuatro experimentos realizados; tanto de las cur
vas de referencia como de los problemas. Los datos se exponen
en la tabla No. 5. Asi mismc observamos graficamente la linea-
1idad de estos datos en las figuras 6 y 7 donde se presentan -
por separado las cuatro curvas de referencia ¥y las cuatro cur-

wvas de los problemas.

Tahla No.5
Determinacién del Coeficiente de Correlacidn, Pendien
tes, Interceptos de las curvas Estandar y Problema de Griseoful

vina utilizando detector de ionizacidén de llama.

Experimentos No.

B I I IIr v
S £ o099 o0.999 .0.997  _ ©0.999

a r  0.999 0.999  0.999 r5.999

2 m 6.019 0.019 0.018 0.019

a b 0.002 0.003 0.001 0.001

2 )
P s .

Toor 0.999 0.999 0.997 0.999

o T 0.999 0.999 0.999 0.999

’; n 0.009 0.010 0.009 0.10

e b -0.004 -0.004 " ~0.001 -0.003

e .

a
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Linealidad de las cuatro curvas de Xeferercia en
la determinacién de Griseofulvina en orixa; utili
zando detector de ionizacidn de 1lama.
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IV.1.2. Determinacidn de la Cdncentracién Eeaigy % de Extrac—

cién de Griseofulvina en orina.

Ips datos que se preééntan en las tat;as Fo. 6,7,8 ¥ 9 co-~
rresponden a los resultados obtenidos al interpolar en cada cur
va de referencia, los datos del problema correspondiente a cada
excerimento, estos son los dates obtenidos de las taklas 1-4.

En donde X = concentracidén del Estandar de Referencia.

Y = Relébiﬁn de alturas: Estandar de Referencia % Estandar

interno = hR/h5i.

-

Y‘= Relacién de alturas del Problema: Problema < Estandar_
interno = hP/hsi.

X’= Concentracidn Real.

Ia concentracién real se obtuvo al interpolar la altura —
del problema (¥} en la curva de referencia (Xo, YD); (Iii'1 ,ffn} -
obteniéndose X~.

21 4 de Extraccidén se obtuvo al relacionar la concentra -
cién del Estandar de Referencia con la concentracién Real del
Problema.

(2°){100) (2) = % de Extraccidn.
X

E1l cdlculo se multiplica por 2 ya que en la extraccidn,la
alicuota que se toma para la curva de referencia correspornde a

1z mitad de la muestra del problema.

Asi mismo los datos se pueden observar representados gré



ficamente er las figuras ¥o. 8,9,9C < 11, dcrde se

centracidr. ¥s. Relacidr &e alturas

Tar*la No. 6

r-14

Obtencidén de la Concertracifin Real y del °
traccidén por lz interpolacilinr de los datze

tados er la tatla YNo. 1.

grafic con

de Ex-

Fresen

X v . ¥ Corncentracidér. 7 de Extraccisn
Irtexpc’ado Teal
még/mi bE/RSI bF %Si= ¥ mcg /m? ¥
0.5 0.0092 00,0042 0.222¢ 89.0
1.0 0.0184 2.00380 0.4841 86 02
- 2.0 0. 0403 C.0182 0.9758 97 .58
£.0C 0.0812 C.02386 2.0702 102.51
8.0 0.1508 0.0728 3.9056 97 .64
16.0 0.2998 C.1501 £.0462 100.58




Tabtla ®c. 7

Strensidn de la Concentracidn Real v del ¥ de Extraccidn

Tor 1z interpolacidr de leos datos presentados en la takla -

X ¥ b4 Concentracidn % de Extrac-—

Interpoladc Real Cilr.

neg il hR/hSi P /mSi= Y meq/mi= X7 ™

.= 0.0057 5.0026 0.2246 93.86

1.0 2.012¢ 0.0052 0.£70% 94,317

2. 2 .027E 2.0170 0.894% 89 <=

2.0 5.0768 05.0349 1.83222 91 .€€

g.c 0.1508 0.0708 3.7132 92.8%

E.0 G.202% 0.1519 7 .9557 99.4£
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Tabla No. 8

Obtencidn de la Concentracidn Real y del % de Extraccidn
por la interpolacidon de los datos presentados en la tabla -
No. 3. ’

X Y Y Concentracién ' % de Extraccidn
Interpolado Real
meg/ml ER/MSi  kP/hSi= Y’ meg/mi=X" A
0.5 0.0099 0.0047 0.2575 103.03
1.0 0.0194 0.0087 0.4772 95.45
2.0  0.0343 0.0169 0.9247 93.47
4.0 0.0623 0.0296 1.628 80.83
8.0 0.1515 0.07367 4.0243 100.60

16.0 0.2898 0.1432 7.82€4 97 .82




t
i

Takbkla Nc. 8

Obtencidr de la Conceniracidén Real y del ¥ de Extraccidn

For ia interpolacidn de los datos presentados er la tabla

Jd0. 4.

% Y ¥ Concentracidn % de Extraccidx
. Interpolado Real

meg/ml  hR/hSi hp/5i= Y° mcg/ml=X" %

¢.5 0.0100 0.0048 0.2483 99,38

1.0 0.0173 0.Do7a 0.4765 83.3

2.0 0_QR8¢ C.05% G.55980 99.8

5.0 0.0822 G.03282 2.0033 100G.16

g£.0 0.1558 0.0776 4.0705 101.76

16.0 C.2028 0.1530 7.769 35.61
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IV.1.3. Coeficiente de Variacidn en la Extraccidn.

En la tabla ¥o.10 se presentan los datos obtenidos en la -~
determinacién del Coeficiente de Variacién en la Extraccién que
se describe sn la Seccién III.1.7

Tabla No. 30 -

Coeficiente de Variacibén en la Extraccidén, para una con—

centracién de 2 mcg/mi.

Determinaciédn Fo. Relacidn de alturas.
1.- 0.0182
3= 0.0169
4o 0.0191

Coeficiente de Variacién b‘nx)mo

X

X = 0.01779 : oo = 0.000887
ccv- = 4-:986%



IV.1.4. Estabilidad: Los resultados obtenidos al realizar la —

prueba de estabilidad de Griseofulvina en orina como se explicd
en la seccidn ITI.1.6 se presentan en la tabla No. 11, donde se
puede observar que la Griseofulvina no sufre degradacidn er un_

periodo de cuatro semanas.

Tabla No. 11

Estabilidad de Griseofulvina en orina en un periodo de
cuatro semanas.

4

Muestra No. Tiempo €n Semanas.
0 ) 2a. 3a. 4a.
1.~ ©0.0368 0.0349 0.0365 0.0310
2.- 0.034¢9 0.0286 0.0320 0.0278
3.- 0.0325  0.0333 0.0339 0.0286
4.~ 0.0338 0.0394 0.0326 0.0384

5.~ 0.0328 0.0305 0.0306 0.0293

u
n)
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IV.2. DETERMINACIOK DE GRISEOFTLVINA EY PLASHMA UTILIZALDG DETEC-
TQR DE CAPTURA DE ELECTIDINES.

Zn la figura YNo.12 se representa el Cromatograma obtenido
al reaiizar la cuantificacibén de Griseofulvina en plasma, uti-
lizardo detector de captura de electrones. Se puede observar -
los tiempos de retencidn para el estandar interno v la Griseo-

fulvina que son de 3.5 y 7.5 minutos respectivamente.

Con el fin de cuantificar ia Griseofulvina en plasma se -
realizatron 8 determinaciones, ,las cuales corresponden a 1as -—-

curvas Na. 5-12.

Las tablas No. 12 y 13 presentan los resultados obtenidos
en estos experimentos; en ellas aparecen las relaciones de al-
tura de los picos para cada concentracién. En las determinacip
nes hechas en plasma con el detector de captura de electrones,
las concentraciones que se determinaron fueron.an-el rango de_
15.6 a 1000 ng/ml.

IV.2,1. Linealidad.Los datos de las tablas Fo.12 y 13 aparecen
gréficamente en la figura No.13 donde se puede observar la li-

nealidad que presentan las curvas en las ocho determinaciones.



Disolverte

Estardar interno
Diazepén

Griseofulvina.

Figura No. 12

Cxomatecrama de Srisecfulvina er plasma utili
zarndo deiector de carptura de elecirones.

Corcertracién de Grisecfulvira = 125 ng/mi.
teruwacién: 128x

Rangot: 0



Determinacidén de Griseofulvina en Plasma utilizando

Tabla No. 12

detector 'de captura de Electrones.{ Concentracién ¥s.
Relacién de alturas).

Determinacisén No.

Concentracién 5 6 7 8
ng/ml Altura del Problema/ altura del Estandar Int.
15.6 0.0891 0.1435 0.1571 0.142%
31.25 0.1112 0.1887 0.1340 0.748%
62.5 0.1489 0.2080 0.1818 0.2008
125,0 0.2167 D.2991 0.3091 0.4€38
250.0 0.3485 Q.4709 0.3592 0.4638
500.0 0.7120 0.6313 0.8421
1000.0 1.5871 1.333 1.7197




Tabla No.13

Determinacidén de Griseofulvina en plasma utilizandc
detector de captura de electrones.(Concentraciér Vs.
Relacién de alturas.)

Determinacior No.

Concentracidén 9 10 11 12
ng/ml Altura del Problema/ Altura del Estandar Internc.

(23]

wm

15.6 0.1392 0.1639 0.20%1 0.1864
31.25  0.1670 0.1887 0.1886 0.2096
62.5 0.2125 0.20232 0.2132 0.2042
125.0 0.2781 0.2418 0.3181 0.3236
250.0 0.4106 0.4001 0.4107 0.4375
500.0 0.6849 0.6825 0.2042 £.6497

1000 .0 1.1534 1.1173 1.1500 1.0887
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Fifjra Xo. 13
Curvas de Grisdoofulvina en plasma; utilizando
detector de captura de electrones.
bDatos corregpondientes a las tablas ¥o. 12 y 13
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En la tatla No. 14 se presentan los resultados de Intercep
tos, Perndientes y Coeficientes de Correlacidn de las determina-
ciones realizadas para cuantificar Griseofulvina en plasma usan

do detector de captura de electrones.

TPablia Noc.14

Resultados de Interceptos, Pendientes v Coeficientes de
Correlacién en la determinacién de Griseofulwina en plas
ma, utilizando detector de captura de electrones.

Experimento Mo. Intercepto Pendiegte céefieier_zte de
1 x1Q Coxrrelacidn.
5 0.077 1.095 0.999
6 0.112 1.423 0.995
7 0.107 1.186 0.994
8 ©.095 1.595 0.999
g 0.144 1.025 0.999
10 0.152 0.980 0.998
11 0.175 0.982 0.998

12 0.183 0.917 0.998
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IV.2.2.Coeficiente de Variacidn en la Extraccidn.

Exn la tabla Ro. 15 se presentan los datos obternidcs en la
determinacidén del Coeficiente de Variacidén en la Extraccidn gque

se describe en la seccidn III.2.6.

Tabla No. 15

Coeficiente de Variacidn er la Extraccidén en la deter
minacion de Griseofulvina en plasma; para una Conceln-
tracidén de 125 ng/ml.

Determinacidn N6. ‘ Relacién de aituras.
T o= 0.314
2.~ 0.357
3.- 0.395
3= 0_361
5. 0.367
6.~ 0.371
7 -~ 0.368

Coeficiente de Variacién:gn {100}
X

X = 0.365 ; on = 0.0243

C.V. =6.65%
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IV.2.2_Coeficiente de Variacidn en la Extracciodn.

Erx la tabla No. 15 se presentan los datos obtenides en la
determinacidn del Coeficiente de Variacidédn er ila Extracciér que

se describe en la seccién III.2.6.

Tabtla Fo. 15

Coefiriente de Variacidén er la Extraccidn en la deter
minacidn de Griseofulvina en plasma- para una concen-—
tracidén de 125 ng/ml.

Determinacidn No. Relacidn de alturas.
T ,- 0.314
2.~ 0.357
3. 0.395
4 0.361
5.= 0.367
6.~ 0.371
7 o= 0.388

Coeficiente de Variacién:eon ( 100)

X
X =0.365 ; on = 0.0243
C.V. =6.65%



[2 3
8]

IV.2.3. Estabilidad.
En la seccidn ITI.2.7. se describe la prueta Ge estabili

dad realizada er plasma en un periodc de cuatro semanas. Los -
resultados obtenidos de esta prueta se presentan en la tabla -
Ho. 16, donde se puede observar que la Griseofulvina rno sufre_

degradacifén en este periocdo.

Tabla No. 16

Estabilidad de Griseofulvina en plasma en ur periocdo de
cuatro semanas.

¥uesira No. Tiempo &n semanas.
] Ja. 3a. 4a.
1.~ — 0.334 0.320 0.276
D 0.354 0.381 0.339 0.310
3.~ 0.305 0.341 S 0.278
4.~ 0.365 0.405 0.327 0.306
X 0.355 0.366 0.329 0.293




)
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V.1. Determinacién de Griseofulvira en Orina utilizando detec-

tor de ionizacién de 1lama.

2).- Sensibilidad: Es la relacidér a una concentracidn dada del -

incremento er. la respuesta (AR )} ¥ el corresponierte incremertc

en la concertracién (AC)

S={ AX )
AC c

Las urnidades de sensibilidad dependen de las unidades er_
ia cual AR y AC se expresen; por 1o tanto la sexsibilidad de —
dos diferentes métodos analiticos no puedern ser. comparados al —
menos que AR ¥ AC sean expresados er las mismas unidades.

En sste caso podemos comparar la sensibilidad de: detec-
tor de ionizacidén de Ilama,con la del detector de captura de e-
lectrones de acuerdo a los resultados obtenidos préacticamerte.

En este caso AR esTigual a la pendiente = m
ac

si_n=§.;a =m 3 m= 0.0187 m /mcg.

S =_AR =m ; m= 2.3025 mo‘v?‘ ml/xg.

-3
2.2025 x10 - ml/ng x 1000 ng/1 mcg = 2.2025 ml/mcg.

Se o, = 2.3025 ml/mcg

-

s = 0.0187 ml/mcg.

i-11
Observamcs de acuerdo a estcs resultados,que el detector e
captura de elecirones es de) cordern de 100 veces més sersiltle cus

el detector de icnizacién de 1lama.



b).~ Car+idad minima detectable: Médiante el método de icrisca-

cién de 1lama se lograron detectar concentracieres de 0.5 mcg/ml.

c).-Lirsaridad: Comc se puede observar en las figuras 6 y 7 1as

curvas rresentan lireailidad en el rargo de 0.5 - 16 mcg/mt.

)

ara demostrar cue no hay diferencias sigrificativas ertre
las curvas tanto de:1os problemas como de las curvas de referen~
cia se realizd un andlisis estadistico de pendientes en las de-
terminaciones de Griseofulvina en orina.

Ex l1a tabla No. 17 se presentan los datos del andlisis es

tadistice de covarianza para las pendientes de las curvas de ori

na.
Tabla No. 17
Datos de la Covarianza para el andlisis de pendientes
de los experimentos 1,2,3, ¥ 4 en la determinacidn de
Griseofulvina en. orina,
S8g gl _MSg_ YR T
Debido a pendientes 5.6x10“6 1 5:6;:1'0'6 1.418x10°>
Distribucidn entre pen -7 -8 -6
dientes. 1.0x10 3 3.0x10 7.693x10
Residual . 0.023944 16  3.899x1C >

Dentro de los grupos 0.0624 20.




64

F('95)1,16 = 4.44
0,005

Lo cual demuestra que no existen diferencias estadisticamen

te significativas entre las curvas.

d),-Coeficiente de Correlacién: Como se puede observar en la ta

bla ¥o. 5 el _Coeficiente de Correlacidn para las curvas de refe
rencia como para las curvas problema en e1 rango de concentracidn
" de 0.5 16 mcg/mi es de 0.9994

e).~ Coeficiente de Variacién: Para una concentracién media en

la curva (2 mcg/ml), el método presenta un Coeficiente de Varia
cién de 4,98%. ' '

£).-Estabilidad: Se observd que no hay cambios ssgnificativos en

la concentracibn de Griseofulvina en orina almacenada en congela

cibén er un periodo de cuatro semanas. Los resultados se analiza-

ron estadisticamente encontriandose que no existen diferencias sig
nificativas. Los resultados de esta prueba se presentan en la ta

bla Fo. 18.



™
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Taplz Xop. 18

Datos del arfiisis estadisrtico para la prueba de esta
bi1idad de ia Sriseofulvira en orina.

Suma de Cuacrados gl Cuadrade medic
o
Entre categorias 0.00604% 3 1.333x1C° 7
-5
Dentrc de los grupcs 0.00016732 1€ 1.045x10 ~
s
Total 2.073x10

Razén F = 1.2788
F(.95) = 3.24
Py C.005

g.~Especificidad: Esta prueba no s= realizd va que para ellc se-

necesita sintetizar los metabolitos. Sin embargo reportes titbiid
gréficos §14) indicar que no kay interferencia corn los tiempos -
de retencibén de la Griseofulvina, ya2 que los metabolitos tiernen

un tiempo de retencidn menor que =1 de la Griseofulvina.

V.2. Deterniracidn de 3riseofulvira en plasma utilizando detector

de captura de electrones.

a).-Cartida? ¥irima detectatle: ILa Jeterminaciér de la Grisecful

-

vira en plasma regui.rs un métcdo més censible gue el utilizado
Para orira va cue las concentraciornes encontradas en sangre soxn
mucho més requefias gue lacs encontraizs crn oriraj; ror esta razln
Iz electrones; cue £5 n&s gen

5itle ¥ detenta gin gifizuitad covoarracioyes ¢ &1 rensec 37 -



b).~Linealidad: Utilizando el detector de captura de ele&trones

se puede observar en la figura No.13 que el método presenta li-
nealidad en el rango de 15.6-1000 ng/ml el cual es el rango de

corcentracién que normalmente Se encuentra en sangre ( 14,10).

'

¢).~Coeficiente de Correlacidén: De acuerdo a las curvas de la -

figura No.13 observamos que hay linealidad en todas ellas; mante
niendo un Coeficiente de Correlacidn promedio de 0.997

Los resultados obtenidos en la determinacién de Griseofulvi
na en plasma se analizaron de acuerdo a un anélisis estadistico_
para observar si las diferencias en la correlacidn de los puntos
era significativa. Para ello se efectubé el andlisis estadistico
de acuerdo al modelo de dos variables de Clasificacidr tnica; en
donde contrasta Filas y columnas. Con este disefio se pretende de
mostrar que de acuerdo a los datos analizé&ndolos por filas debes
ran presentar una diferencia significativa, ya que corresponden
a concentraciones diferentes; por otro lado, analizéndolas de a—
cuerdo a las columnas no deberdn presentar diferencias signifiqg
tivas ya que son los puntos con 1los que se trazaron las curvas y
éstos presentan pendientes semejantes.

En la tabla No. 19 se presentan los resultados de los célcu
los efectuados para esta prueba, en la cual se demuestra gque en—
tre Filas si hay diferenciuas, mientras que para las columnas no_
1a hav.

(XY

M



Tabla No. 19

An&lisisestadistice para Coeficiente de Correlacién en
la determinacibr de Grisecfulvina en plasma. Modelo de
dos variables de clasificacibén lnida para el contraste
entre filas y entre las columnas,

Suma de Cuadrados. gl Cuadrado me Razon F

dio.
Entre filas, 8.1916 6 1.365 1.365
. 0.000827
Medias de colunnas. 0.1269 7 0.01812 0.01812
0.000827
Residual 0.3475 42 6.00827

Total . 8.666
La razén F: = 165,05 { Ffilas).
2.191( cclumas).
{f.95) de tablas para columnas =2.25; para filas =2.34

Asi mismo se realizé ur andlisis estadistico de covarianza
con el fin de determinar si habia diferencias entre pendientes_
" de las curvas de la Figura lio.13. Este andlisis al igual gque un
andlisis de varianza tamtién nos conduce a un contraste para la
Jiferencia entre mediassy mediante la divisién en varios sumarndos

de una swma de cuadrades.



Exn tazes & las tatlas No. 12 v 12 sg realiceror los cllcu-

1os de lz prueba de Covarianza que sSe pyesentarn a corntinuacidn.

- = 14372.8
P

-

Teid = 23,7253

- T - :!

Sizna total f= productos:

X-'é x++ - = 6541.239
nl.

Zumz je preductos dentre de los grupos:

3 ‘2-' x¢T1v+ 6300.81

oiuctes entre meZias:

&
5
©w
[
]
e ]
H

S S 40.42
Tx-;-‘y-;— TX—H- Tk 240.4

o

m



Tatla Xgo. 20

m
0

An&lisis de covarianza para cbservar diferencias entre
pencdientes de las curvas ern la determinacidn de Grisec

Fulvina en plasma.

) 2 5 -
<28 X XY ¥ gl ¥ Cuadrado =.
Entre medias 7 157952.15 240,22 0.4539 7 0.01058 Q01512
Dentro de los
grupos. 46 54312£45.5 6300.81 7.6581 45 0.24877 QOO77E
Total 53 5569237.6 6541.23 §.112 52  0.454€

F(.95) = 2.25

_ 0.01512 = 1.95C5

F =
6.0077S

P0.0%
Er dorde se demuestra gue no hay diferencias.



VI.-CONCLUSIORES.
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El método de Cromatografia de Gas-Liquido utilizando €l de
tector de ionizacibén de llama para determinar Griseofulvina en_
orina posee una reproducibilidad adécuada; demostrindose median
te un andlisis de covarianza de las pendientes e interceptos, en

el cual se demostrd que no existen diferencias estadisticamente

significativas.

En la determinacidén en orina el intervalo de concentracibn
en el cual la Griseofulvina presenta linealidad se encuertrz exn

tre 0.5~ 16 meg/Ml, con un €oeficiente de Correlacién promedioc

de 0.8G94,

El porcentaje de recuperacibédn de Griseofulvina en la extrac
cibén en orina en este rango de roncentracién es de 95.8%, obte-

niéndose un Coeficiernte de Variacibén a un2 corcentracidn media

de 4.98%.

La prueba de estabilidad nos indica que las muestras gue -
contienern Griseofulvina disuelta en orina pucde permanecer er -

congelacién un mes sin que sufran degradacidn.

El método de Cromatografia de Gas~Liquido utilizando detec
tor de capitura de electrones para la cuantificacidrn de Griseo——
fulvina en plasma puede detectar hasta 15 ng/mi. El rango de 13
realidad en este método se encuentra entre 15- 1000 ng/al cor -

un Coeficiente de Correlacibn promedio de 0.997.

£l Coeficiente de Variacidn obtenido en la extraccidn de -

Grisecfulvina en plasma es de €6.68%.

La prueta de estatiiidad de Griseofulvira disuclta er plas

i
demucctra que ruedc peyMmancceY Ui mes en accntélacilrn cin Tue



Ia sensibilidad en el método, utilizando detector de captu
ra de electyrones es del orden de 100 veces major que el detec—-

tor de ionizacién de llama.

El tiempo de anélisis es relativamente corto; toma=mdo en .
cuenta gque solamente se hace una extraccidr en cada muestra v -

el tiempo de inyeccibdn minimo es de 10 mixutos.

Los reactivos utilizados tanto para la determinacién en —
sangre como en orina son del uso comiin, f&cil adquisicidn v e-

confnmicos.

En base a las caracteristicas de sensibilidad, reproducibi
1lidad, linealidad y cantidad minima detectatle el método de Cro
matografia de Gas— Liquido para la determinacién de Griseofulvi

na tanto en plasma como en orina, resulta adecuado para ser uti

. lizado en estudios de biodisporibilidad.
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