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I.-INTRODUCCION. 



La Griseo.fulvi:na es un antimic6tico producido por cepas de 

hongos de Penicil1um. griseo.fulvum dierc:ky~ Penici11um jancevski, 

Penici1lum patu1a, y Fenicil!u...~ nicricans; su actividad anti.flDl­

gica se manifiesta cuando se administra por via ora1 y para el -

tratamiento de las dermatomicosis, causadas por hongos del grupo 

de los Dermato.fitos. 

. 
En genera1 la ~riseoful vina es un agente e.ficaz; pero exis-

ten casos en 1os q:u.e 1a lesión no es curada por este Eármaco o -

bién existen recaidas posteriormente.Esto se puede explicar en -

base a que los microorganismos desarrollan resistencia; o por una 

absorci6n deficiente en el tracto gastrointestinal: .ya que toman­

do en cuenta las p:ropiedades fisicoquimicas de la Griseo.f'u1vinaJ· 

ésta presenta prob1emas de solubilidad que se ven refleja.dos en -

la absorción del .fánaaco. 

En México no existe un método analitico para la dete:rmi.naci6n 

de GriseofuJ.vina que satisfaga las exigencias que requiere la de 

terminación en .fluidos biológicos. Debido a esto surgió el. inte­

~és por desa:rroliar un método ana1itico que pueda ser .aplicado. en 

1a cuantificaci6n de Griseo.Eul.vina en .fluidos biol6gicos con el -
.fin de realizar estudios posteriores de rarMaCOCinéticá y biodi~ 

ponibil.idad. 

2 

Los parámetros que se tomaron en cuenta para desarroJ.l.ar este· 

método fueron: sensibilidad. 1inea1idad. reproducibilidad y can­

tidad núnima detectable. 

Estos pa:rámetros de acuerdo a modelos estad1sticos describen 

1a confiabilidad del. Wlétodo. 



II.- GENERALIDADES. 



II.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS. 

II.1.1 -Nombres cuimicos y sin6ni.~os:·El nor.tre químico d~ la -

Griseo.f'U.lvina es: (2S-trans)-7 cloro-2'.4,6,-trimetoxi-6~metil­

spi:ro- bensofurano-2 (3H).1'ciclo=exen -3,4'diona. 

Otros nombres con los que se le conoce son: Curlin Gactor, 

Fulcfn, Fulvicin, Fulvín, Grisactin, Grisovin. Gris/PEG, 3risio, 

Likudén., Neofulcin, Pencyl, Speiro Fulvin, Spo:rostatin. {1}. 

II.1.3 .. Fórmula Desarrollada: 

La Griseo.f'ulvina obtenida por síntesis química es una me_! 

cla racémica dl-Griseofalvir.a, mientras que la obtenida por bio 

síntesis es +GriseoEulvina (6-9). 

II.1.4. Composición Porcentual: 

C= 57~88%, H= 4.86%,. Cl= 10.05%, O= 27.21% 

II.1.5. Peso molecular: 352.77 
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II .1 .6 ... Solubilidad~ Suma."mente soluble en tetracloroetano•, di­

clo:rometano, ligeramente soluble en etanol y metanol, soluble en 

acetona dimetil lo~ida (12-14 g/100 m1 a 25°c) y en cloro.for­

mo, ligera.7.ente sol.ub1e en agua (15'"·mcg/ml a 37°c, 10 mcg/ml a ..J'. 

2sºc) {1,2,.3,). La sol.ubilidad en agua se puede aumentar para las 

pruebas de diso1~6n de las .fo:rmas J:annaceúticas, asi como para 

la solubilidad del mismc) principio activo, mediante el uso de te!J._ 

soactivos, evitando asi la aglomera~i6n de particulas. (5). 

!I.1 .. 7. :pl::a: La G:riseo.fulvina en un compuesto neutro. 

I.! ~ ;·. '8~ Rotación gptica Especi.fica: o( [ ~ 7) =+ 370° 

,f}:.J:·!.. .. DescriRr.:i6n,: La Griseo.Eulvina es un polvo blanco o cre­

ma pálido cuyo tamaiio de particula especificado en la Farmacopea 

U~S.~.XIXT es del orden de 4 me; en la Farmacopea Británica esta 
~ . -

blece el diámetro de la particula como 5 me como máximo, sin em-

bargo en el polyo pueden encontra.2'se partículas que exceden de -

las 30 me. 

o 
.II.l.10. Pl•w:.tu d.e Iusi6n: 218-224 c .. 

II;l.lt. Espectro de u.v.: La absorción de la G.riseofulvina al -

U.V. presenta dos máximos a 286 y 325 mn, con un coeficiente de 

extinción de 2300 y 5200 :respectivamente. 



aI.2. USO CLI~TJ:CO. 

La Griseo.f'ul.vina es un agente enti.fl'.ingico ampliamente utili­

zado en el tratamiento de las de.rmatomicosis. Es el. único .fárma­

co eEectivo por via oral. para el tratamiento de estas en:Ienneda_ 

des. 

E 

La G:riseo.f'ul.vina fue aisl.ada en 1939 por Ox.ford y col.. de una 

cepa de Penicillum griseo.fulvum dierc'ky (21). En 1946 encontraron 

una substancia producida por Penicillum janzewsky que p:roducia r~ 

tracción de las hi.fas mic6ticas, la cual. 11.amaron .factor rizador. 

más tarde se descubrió que era Griseo.fulvina. Otros hongos que Pr.9, 

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

Durante los diez años que siguieron a su descubrimiento, el -

antibiótico se empleó mucho en el tratamiento de diversas en.ferro~ 

dades mic6ticas de plantas y de tilia del ganado vacuno. Durante -

una investigación de diversos compuestos terapéuticos para el tra 

tamiento de las infecciones mic6ticas de pies de los mineros esco 

ceses~ Gentes en 1958 observó que la Griseo.fu.lvina curaba la mic,2_ 

sis esperimenta1 del cobayo. El medd.camento se sometió a invest,! 

gaciones clínicas en E.U. y en .Eul:'opa y pronto estuvo disponible 

para aplicarse en c1inica. 

II.2.1.Dermatomicosis: Las dermatomicosis sen enfermedades infe.s. 

ciosas de la piel y estructuras relacionadas como son uñas y cu~ 

ro cabelludo causadas por hongos del grupo de los Dermato.fitos. 

Este grupo de ho11gos representa tres géneros: EpidexmophytonT 1'1'2. 
crpsporun1 y Tricophyt0n. Ocasionalmente las dermatomicosis son -

causadas por Gandida albicans. (22) 

Las infecciones causadas por las diferentes tineas son clas,! 

Eicadas de acuerdo al sitio pe la infección. 



... 

Tinea Cápitis: infección cr6nica que involucra cuero cabel1udo; 

es altame.nte infecciosa. 

Tinea Barbae: afecta el área barbada de la cara y cuello. 

Tinea Unguium: también llamada onicomicosis~ es una infección -

crónica que afecta las uñas de l.os pies y manos. 

Tinea Corporis: infección que afecta la piel. 

" 

Tinea Imbricata: es un caso de ti~ea corporis causada por T. Co!! 

cénuicum y está con.finada aJ. Lejano Oriente 7 Africa y SUda.'llé 

.rica. 

Tinea CUris: infección superficial crónica que afecta el área 

interginosa de la regi6n inginal y parianál y ocasiona1mente 

la axila. 

De:t'Illatomicosis de manos y pies. 

II.2.2. Modo de acci6n de la Griseo.fu.1.vina! Nakeeb y col. (23) -

determinaron las éoncentraciones de los dermatoEítos (altamente -

sensibles); hongos xilamentosos no patógenos( poco sensibles); i~ 

vaduras y E. coli {insensibles a la Griseolfulvina).Los hongos_ 

patógenos Microsporum g?:ypseum y especies de Trichophyton .fueron 

1os que presentaron mayor sensibilidad a la Griseo.fulvina ~e nin 

gún otro microorganismo estudiado. 

La Griseo.fulvina actúa en los sistemas enzimáticos de los ho]! 

gos sensibles provocando ir.Jiibición de la producción de amil.asa"­

incremento de las alquil.fosfatasas y decremento de 1as estearasas. 

Los estudios realizados·por Huber y co1(16} encontraron que -

los micelios ce l.os hongos tratados con G:riseo.fulvina eran afec­

tados en su ca..~posici6n. Se encontró que tanto el contenido de -

DNA 7 como el Eosfato y el RNA disr.únuian poco,las proteinas to­

tales permanecieron inalteradas, pero los carbohidratos y los li . -
pidos totales-decrecieron. 



La GriseoEul.vina.presen~a acción antiinflamatoria en artri­

tis~ gota y condiciones sim~lares (24). Este efecto es import~ 

te en el tratamiento de las dermatomicosis. 

II. 2 .. 3. Efecti""ridad Clínica. Aunque en general la Griseo.ful villa 

es un agente terapéutico eficaz, existen casos en les que la 1~ 

si6n no es curada por este Eármaco; o hién es curada c11nicameE. 

te y presenta recaídas. 

En algunos casos estas zallas se pueden explicar en base a1 

desarrollo de resistencia por los microorganismo!' 1 o por una 

absorción deficiente de la Griseofulvina en el tubo gastrointe~ 

tinaJ.. Sin embargo, existen casos en 1cs que las. razones no pu~ 

den determinarse. 

Las infecciones en los pliegues interdigítales de los pies 

debidas a T. rubrum son particularmente resitentes a la tera­

pia con Griseo2uJ.vina2 ocurriendo fácilmente recaídas o reinFec 

cienes. ~Aunque en la mayor parte de los casos el hongo es sen­

sib1e a1 antibiótico, existe J.a posibilidad de que el antibió­

tico no se distribuya en ese sitio anat6mi"co en 1a misma xorma 

que en las otras áreas, debido posible~ente a la a1ta humedad 

1oca1. 

En casos de existir alg-Jna inf ecci6n asociada con bacterias 

o algunas especies de Cándida , cabria l.a posibilidad de que el 

xármaco .fuera degradado, evitando así su acci6n (25). 

En 1965 Anderson (B6) efectuó una revisión de 1a utilidad 

de la GriseoEul.vina; recopilando los resultados de los estu-~ 

dios clinicosr pudo observ~ar la efectividad de la Griseo.fulv~-

na. 



Infecciones del cuero cabelludo 

InPecciones del tronco y extremidades 

ln.f eceiones de palmas y plantas 

Inf'ec~io:n•:s de uñas de pies y manos 

93 .1% de e.fectividad 

64.8% de e.fectividad 

53.3% de e.fec-:iv:.d.a=:. 

56.9% de e.fectividad. 

II~2.4. Tratamiento. El tratamiento de las dermatc~icosis puede 

incluir des tipos de terapia, local. y sistémica. Fara la pri.Ir..e 

ra los agentes más empleados son el ácido Undecilénico, el To,! 

naEtato y el Acido Octoico. Para la terapia sistémica el único 

agente disponibl.e es la Griseo.fulvina. La principal .forma .fa.!:_ 

macéutica es el comprimido~ aunque también se utiliza la sus-­

pensión acuosa ( 27) • 

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

Griseofulvi.na micronizada. La suspensión contiene 125 mg/ml. 



II.3. METODOS DE VALORACION EN FLUIDOS BIOLOGICOS. 

Para el estudio de la xaxmacocinética y biodisponibi1idad 

de la Griseofu1vina a partir de diferentes .formas farmacéuti­

cas (tabletas, suspensiones, soluciones parenterales), es ne­

cesario 1a determinación de la Sriseo.fulvina y/o sus metaboli 

tos en los .fluidos biológicos. 

Los métodos anal.it:icos deben ser muy sensibles, ya que los 

niveles que se encuenuan en los .fluidos biológicos son del or 

den de :m.cg/ml. 

Los prin~ipales fluidos biológicos en los que se erectúan 

estas detenninaciones son plasma y orina, se pue~en analizar tam. 

bién piel, sudor y heces recales. 

El principal metabolito de la Griseofulvina es la 6-desmetil 

griseo.fulvina que se excxeta en la orina en .forma libre o con~ 

gada como g1ucorónido; otro metabol.ito detectado en menor pro-­

porcién es ~desmetilgriseo.fulvina (10). 

Para escoger un raétcdo analíticc se deber¿ tomar en cuenta: 

-procedimiento, 

estabilidad de los cor.stituyentes .• 

1ineal.idad del métodof 

tiempo de reacción~ 

estudios de-recuperación, 

precisión, 

inter.ferencias, 

comparación en métodos, 

~dice terapéutico. 

10 



II.3.1. Hétoco Espectro.fl.uorométrico. 

La Griseo.Pul.vina absorve radiaciones de longitud de onda en 

el rango de 295-315 nm adquiriendo un estado exitado y regresa a 

S'~ estado basa1 al emitir radiaciones que son analizadas en el -

rango de longitud de onda de 420-450 nm. 

11 

Al ePectua:r las dete:nninaciones se debe tener control sobre­

l.a temperatura,. porque la fluorescencia decrece marcadamente al -

aumentar la temperatura. E1 método es prácticamente independiente 

del pH en un rango de 3-10. 

La .fluorescencia se incrementa linealmente en un rango de -

0 .. 05 a 5 .o mcg/ml. ·· 

Todos los ensayos espectro.Pluorométricos son b~si~amente mo 

diricaciones del método original de Redford y col. {11). Dicho -

~todo *onsite en hacer una extracción con éter de una pequefia -

auestra de sangre o plasma de un individuo al que se le ha admi­

nistrado la Griseo.Pulvina. De esta Pase etérea se toma una alicuo 

ta que se evapora a sequedad. El residuo se disuelve en etanol -

al. 1 % e:n agua. y se determina la .fluorescencia contra un esta.n­

dar de GriseoE:tl.vina. 

Se uti1izan como bl~co muestras de sangre, tratadas en la 

misma forma. 

La pri.~era modificación del método de Redford. Eue hecha por 

rra~.J. y col. (~2), eonce ca~biaron el oisolvente empleado en el_ 

:r-:étodo origi:r:al {etanol al 1% en aguaj por etanol anhidro o me_ . 
ta~ol con lo 'i'"~e lograron soluciones tra.~sparentes. 

El uso ce ~etanol prese~ta la ven~aja de poder usarlo gra -

do reactivo, q~e r.o contier.e i~puerezas fluorométricas. 



Rovlan y col (13) introdujeron una modi.ficación consistente 

en hacer la determinación de la .fluorescencia antes y después -.. 
de 1a adición de Acido SUlrurico 6N. Las 1ectuz-as se hicieron a 
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una l.ongitud de onda de 315 nm. para la excitación y a 45Q nm pa 

ra J.a emisión. La determinación hecha después de la adiei6n, co 

rresponde al. blanco y el val.or obtenido se resta de la lectura -

antes de la adición del ácido. 

La úJ.tima modi.ficaci6n del método (14) .fue hecha para evitar 

los problemas que Pesulta de la descomposición de J.as · 1j.poprot,2. 

inas del plasma~ que producen un incremento en la lectura de·l -

blanco. Las ) 1Jipoproteinas son eliminadas por una extracción con 

éter, la .fase eterea se evapora a sequedad y se redisuelve en -

metanol-agua 1 :1 y $C hace una segunda extracción con hexano. 

La eficiencia de las extracciones se determina adicionando 

cantidades conocidas de Griseofulvina a plasma humano dentro de 

Un rango de o. 1 a 1. 5 mc/ml y analizando J.as muestras por el m!_ 

todo espectro.fluorométrico. Las longitudes de onda para las le_s. 

.turas .fueron: 300 nm para la excitación y 420 nm para la .fluo~ 

cencia máxima. 

Se encontró que la recuperación variaba de 88 a 102% con un 

promedio de 93~, y parece ser independiente de la concentraci6n 

dentro del rango mencionado. 

El metabolito 6-desmetilgriseo.Fulvina no interfiere con esta 

determinación, ya que su fluorescencia disminuye a pHs mayores -. 
de 2.4 y es prácticamente nula a pH de 7 (15). Sin embargo se oI¿ 

tienen valores más altos al compara::::- :::•.:m C.G.L.; que Sch~·arz 

explica en base a la contribuci6n que pueca tener el netabolito 

en la medición de la fluorescencia. 
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El !ttét:odo espect:ro.fl.uoremétrico es apl.ieabl.e taiübién en l.a d~ 

terminación de Griseo.fulvina en sudor modificando el procedimien­

to de extracción ( 14) • 

A l.a muestra de sudo:r se J.e adiciona bicarbonato al 10% para 

neutraliza?', y se exectua la extracción con éter. La capa eterea 

se lava v-arias veces con agua y se evapora a sequedad. La Griseo 

.ful vina se dete.rmir..a como se ha descrito. 

II.3.2-Método Biol6gi~. 

Debido a la propiedad que posee la Griseo.fulvina de inhibir­

el desarrollo de determinados hongos, se puede :realizar una cuan 

tificaci6n empleando sistemas biológicos. De esta manera se des~ 

rro11Ó un primer método .que es una modi.fieación del ensayo ciliE 

d:ro-placa empleado para las penicilinas, usando como organismo -

de prueba Hicrospo:rum gypseum. La concentración mínima que este 

método puede detectar en fluidos biológicos es de 0.9 mcg/m1 (16) 

Por lo cual; el método no resultó adecuado ya que los niveles que 

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

En 1969 se reportó una técnica de microcultivo para la deter 

minaci6n de 1a actividad anti.E'ún@ica (16). El método se basa en_ 

la deter.r.inaci6n de la velocidad del crecimiento sin tener que 

llegar a la inhibición completa como el método anterior. 

La técnic~ de microcul~ivo se podría emplear en la detennin~ 

ci6n de niveles sanguineos! ya que la cantidad mínima detectabl.e 

es 1 o veces menor que la del nétodo espectro.f1uorométrico. En 1a 

técnica de microcultivo se detectan desde 0.01 mcg/ml, mientras . 
que el ~étodo espectrcfluorométrico detecta b.1 mcg/ml. 

Fara el desarrollo de una cepa de Micrespor.i.~ gypseum, se -



usa un média de agar Sabouraud~ incubado durante cinco dias. El 

me~o basal es Sabouraud liquido. Utilizando una jeringa. se ce 

loca una delgada 1inea de petrolato a lo 1argo de los dos bor-­

des paralelos de cada portaobjeto (previam.~nte esterilizado) y 

socre 1a· linea media perpendic>..l.lar a los bordes. En cada porta­

objetcs se colocan tres cubreobjetos Eonnando un totaJ. de seis 

cá."Tlaras. Los tubos capilares conteniendo la suspensi6n de coni 

dias se colocan adyacentes al cubreobjetos y se libera una pe­

queEa cantidad de inóculo (aproximadamente 0.1 ml) que por ca­

pi1arirlad penetra en la cámara. Después de la inoculación se ~ 

sel.1.an con petro1ato los bordes .faltantes .. dejando sólo los su::." 

cos abiertos-para para el inte:rcambio de aire .. 

o Los microcul ti vos se incuban en la oscuridad a 3 5 e en una -

cámara húmeda durante 16 hxs. anteriores a la determinación. La 

curva estandar se elabora graficando logaritmo de dosis contra 

velocidd de crecimiento. 

Aunque no se encontr6 ningún estudio de niveles plasmáticos 
,· . 

de 1a Griseo,Pulvina que utilizara este método en sus de~ermina-

ciónes. existe la posibilidad de poder usarlo p~r su alta sensi 

bilidad y especiEicidad, ya que distingue a la Griseofulvina de 

sus metabolitos que no presentan actividad fungicida. 

II.3.3. Método de Cromato~a.fia de Capa Fina"(c.c.P.). 
Garceu, Bresscn y col. (29) lograron cunti.ficar Griseo.fulvi 

na y el metabolito 6-desmeti1griseoEulvina. tanto en plasma co­

mo er.. orina utilizando c.c .. F.,. junto con un procedimiento .fluor2 

métrico. 

El métcdo consistic en ex=raer con éter la GriseóEulvina del 

plas.~a" temar. una alícuota de 1.a .fase etérea, eva:r-ora.%t y re-

1.:: 



disol.ver en -cloro.fonno, l.a solución se apl.icaen la placa crom~ 

to gráfica junto con un estandar de Griseo.ful. vi.na de concentra­

ción conocida; la cromat9grafia se desarrolla en un sistema de_ 

disolventes de ~ter-acetona (80:21). 

La 6-desmetil.griseo.fulvina .fué extraida de la orina con ben 

ceno previa acidificación con HCl. O.lN; se aplicó una alícuota 

qe 10 mcl. de la .fase orgánica en J.a placa cromatográ.fica, l.a -

cuai se desarrol16 en un.sistema de disol.ventes: cloro.fonno-é­

ter-acetona-ácido acético (65:20:15:05). 

La cuantificación se real.izó de acuerdo a la .fluorescencia 

de las manchas en un espectrodensit6metro. Las concentraciones 

de G:riseofulvina y de metabol.ito encontradas en plasma y en °""' 
:rina se encom.traban en el rango de 20 ng- 1.5 mcg/m1 y de 10-80 

mcg/ml. respectivamente. 

Este método .Fue util.izado para :realizar estudios de biodis­

ponibilidad. 

II. 3 ... 4. - .Método Cromatografía de Gas-Liquido. La cromat:og.ra;. ·· 

.fía Gas-Liquido es esencialmente una técnica de separación. En 

esta técnica la muestra es 11.evada através de la columna por -

un gas inerte, pasando por el soporte que es ~e un material i­

nerte cubierto por un solvente no volátil y que constituye 1a 

Pase liquida. 

El disolvente retarda se1ectivamente el p~so de los consti 

tuyentes de la muestra de acuerdo a su coe.ficiente de distri't 

ción y de esta manera se separan los compuestos, los cuales se 

naniriestan en un detector. 

En 1966 Iguchi(17) reportó un método de cuanti.f'icaci6n de_ 

1: 



Griseo.ful.vina en comprimidos y suspensiones por el método de­

c .G. L. En él se ut~liz6 e1 siguiente equipo: detector de ion.! 

zaci6n de llama de hidrógeno; colun:ma de acero inoxidable'en 

.fo:rma de u de 150 cm de largo x 4 mm de diámetro interno, em­

pacada con SE-30 al 1 .. 5% sobre cromosorb W, 80-100 mal.las. 

Margosi.s (18) e.fectu6 un análisis similar en productos .tél!: 

macéuticos comerciales y e1 .... es:tandar de F .D.A. con el siguiente 

equipo y condiciones: detector de ionización de llama; columna 

de vidrio enrrollada,. de 3 .ft de largo x 4 mm de diámetro inter 

no, empacada con OV-17 al 1% sobre Cromosorb Q de 100 -120 ma-­

llas; temperatura d~ l.a columna 245°C, temperatu:ra del inyector 

26o0 c; temperatura del detector 260°c; .flujo del gas ac~ador 
(helio} 60 m1/min; hidrógeno 22 psi .. ,.aire 30 psi., estandar i1! 
terno tetrafenilciclopentadienona. Posterior.mente, demostr6 1a 

validez y apl.icabilidad del mátodo en un estudio donde ,Partici 

paren 24 laboratorios (19). En este caso las condiciones a las -

que trabajaron los laboratorios .fueron variab1es, pero en ténn_! 

mos generales se uti1izaron columnas de un rango de exiciencia 

de 300 a 2000 platos teóricos con promedio de 993.± 37 platos/m •. 

Las columnas utilizadas .fueron cwi17; y SE-30 empleando como -

estandar interno tetrafenilciclopentadienona. 

Estos estudios s~eron para desarrollar otro método para 

determinar Griseo.fulvina en plasma(20). Dicho método es rápido, 

simple, especifico, exacto y con.fiable aún cuando en la muestra 

se encuentren compuestos estructuralmente relacionados. Las Ca.!! 
diciones y equipo utilizados .fueron: Cromat6~a..fo de Gases con_ 

detector de captura de electrones; columna de vidrio de 152 .;4 al. 

(5.ft) de largo x 4 mm de diámetro interno, empacada con ov .... 17 

al 3~! sobre' CrcmosorbW de malla 80-100. La temper .. tura del de­

tector 33oºc, temperatura de la columna 210°c; temperatura del 

16 



e 
inyector 310 e; gas acarreador ( a:rg6n-:metano? 90:10); con .fl.E. 

jo de 150 !!:l./':rin; rango de 10 con .factor de atenuación- 16x. 

Mediante e1 métod.o de C.G.L • .fue posible la detenninación_ 

de Griseo.f'ul.vina en piel.(14), lo cua1 es importante,. ya que es 

te .fármaco· es llll agente anti.ft'lngico e..fectivo en inf"ecciones su 

:¡;ier..ficiales de la pie1 .. 

En términos general.es, el método consiste en e.fectuar extr~ 

=~ones general.mente con éter de las muestras de plasma o pie1 -

obtenidas. Se toma: una a1icuota de la .fase etérea y se evapora 

a sequedad., La muestra desecada se redisuelve en un volumen ad~ 
• 

cuado de benceno conten;endo un estandar interno. De esta sol.!! 

ci6n se toma una muestra del orden de microlitros y se inyecta 

al. cromat6grafo. Se elabora una curva estanda:ri empleando di.fe­

::rentes concentraciones de Griseo.fulvina patrón a las cuales se 

·1es inyecta el m±smo volumen de estandar interno que las mues­

tras problema. Se graEica 1a relación de áreas o ce.turas de zos 

picos de la Griseo.ful.v:ina y del estandar interno contra concen­

traciones. La re1aci6n obtenida para 1a muestra prob1ema se in­

~erpola y se obtiene 1a concentración en plasma o piei. Se asu-
~ -

~ que la recuperación es cuantitativa .. 

Fara la detección de 1a Griseofu1vina se puede hacer uso -

de dos tipos de détectores que son el de ionización de 1lama y 

el de captura de electrones. Para los estudios en plasma y piel 

{14,20) se· prefiere el detector de captura de electrones~ ya -

gue es más sensible y especi.fico para la Griseo.ful v:hm.. :Pudien 

cose detectar cantidades a nivel de picogramos. 

El detector de captura de electrones tiene un rango linea1 



corto. En el estudio de Shah y col. {14) se encontró un rango -

entre 1 OOpg -7 n~. En este esbr"'fo se utilü~a:ron 50 ng ce diaz!! 

pam como pat:ron interno, con ll!l !:iempo de retenci6n de casi 3 -

min. Pa:ra la Griseo.fuJ.vina el 'tie.'"'1po de retenci6n .fue aproxima­

damente 8 min, en este caso e1 equipo y condiciones a ias que se 

trabajó .fueron: ~et:ector de cap.t-..ira de electrones; colu::m.a de -

vidrio OV-17 a1 .3-:! sobre Crc.:osn:rb W,. con 1 • 83 m de lai..--go x O • 3 

cm de diámetro; 1a temperatura ce la co1uinna 270°c; te::.peratura 

del inyector 310°c; temperat-tU:'a del detector 340°c; gas acarre~ 
dor argón-metano {95:5) con flujo de 40 rol/min. La sensibilidad 

.fue del rango de 1 o con un .factor de atenuación de 16x., 

En las condiciones util.izadas el metabolito principa1 de la 

Griseo.fulvina tiene un tiempo de retención mayor y se el.uye co­

mo una banda muy plana casi indistinguible a las concentracio­

nes cor.respondientes. 

Según los resultados de los aétodos anteriores la cantidad 

minima detectable en. los distintos métodos son: 

Hétodo 

Espectro.fluorométrico 

Microcultivo 

cantiead mínima de 
tectatle en plasma 

mcg/ ml. 

0.10 

0.01 

c.G.L.(Espectrodensit6metro) 0 .. 02 

c.G.L. fionizaci6n},. o.os 
C.G .. L. ( c. de e1ecttones) 100 pg. 

Limite superior 
en plasr...a. mcg/ml. 

2.:: 

80.0 

1::: • .J' 

1.0 ng. 



II.3.S.Determinacion·de la 6-desmetilgriseo.fulvi_na: La r.:e~ición 

de 6-desmetilgriseo.fulvina en muestras de orina, ofrece un mé 

todo conveniente para los estudios de biodispcnibilidad ce la 

Griseofulvina (15,28), ya que s6lo una pequeña proporciér. {me­

nos del 0~15~) aparece en .forma inalterada, siendo la 6-de.s!:etil 

griseo.fulvina el principal metabolito. Este ::etabolito fluorece 

con la misma energía de activación {315nm) 'J ccn el misn:o :::.á::d­

mo de fluorescencia. La intensidad máxima de Eluorescencia es a 

pH 2 .4 siendo práctica."llente nula a pH 7. 

La mayor parte del metabolito se excreta en Eonna libre a'ÚE_ 

que ta"llbién existe en 2orma conjugada como g1ucorónido, asf para 

obtener el total del :m.etabolito excretado es necesario hidroli­

zar el glucorónido con la enzima glucoronidasa. 

Rowland y col. (15) reportaron un método espectroEluorom~ 

trico para la determinación de la 6-desmetilgriseofulvir-a en -

orina. En ténninos generales el método consite en tomar 2 ml -

de orina, adicionar 0.1 ml de a.~ortiguador de citratos pE 3.9_ 

y 10 ml. de una mezcla de ciclchexa.110~ cloruro de metileno (1: 

1). Se agita y se centriEuga; se toma una al.ícuota de la capa_ 

orgánica y se hace una segunda extracción con el amortiguador 

de .fos!atos pH7.9, se agita y se centri.fuga .. La fase orgánica_ 

se desecha y la capa acuosa se pipetea en dos tubos, uno cont~ 

niendo amortiguador de Me. Ivaine (Acido Citrico, Fas.fato Dis,2 

dico) y otro conteniendo 0.2 ml de Acido Clorhídrico 5r; .. La ab­

sorbancia de la soluci6n ácida se determina a 327 nm, la cual -

se interpola en una curva estandar en un .rango de 0.1-10 ncg/rnl .. 

La concentración de glucor6nido se determina como la di~erencia 

entre las concentraciones do é-eesmetilg:riseofUl\"ir.a ar:.tes y -

de.s¡:ués de.la incucaci6n de l~ ~~estra de orina dUl:'ante varias 

110.ras a Z7~C ccn 100 unidades ·:::~ gluccronioa~?. en 1 nl -=:e ar:o-
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tiguado~ de fosfatos. 

El pH de la primera extracción permite la .recupe2'aci6n cuan 

titativa de la 6-desmeti1griseo.fulvina y reduce inter.feren(:ias -

debidas a constituyenes de la orina. 



III.- PARTE EXPERIMENTAL • 



III.1 DETEr.:·:I~ACION DE ~RISEOFULVH!A EN ORINA FO?. c·.G.L UTILIZA?~-

DO DE':.'ECTOR DE IONIZACION DE LLAMA. 

III.1 .1 Material y Equipo. · 

Cromat6grafo de Gases marca Varian7 modelo.3700. 

Columna: OV-17 al 1.5% en Chrom9sorb r¡-. 80/100 mallas. columna_ 

de vidrio de 200 cm de 1argo, 0.25 pulgadas de diá~etro externo. 

Condiciones: temperatura de la columna: 300°c; temperatura del. .,, 
. o o inyector: 320 C; temperatura del detector: 330 C; presión del gas 

acarreador: 39 psi., con 15 ml/min de velocidad. Sensibilidad 
-11 • /, 10 ; velocidad de la carta: 0.625 cm/min. 

III.1.2. Reactivos: 

Eter etílico (R.A.)Baker. 

Cloro.formo (R.A. tridestilado) Balcer. 

Diazepam (u.s.P. lote 6226702, clave 1018001. 

Griseo.fulvina (u.s.P.) lote 2i10 de los laboratorios Glaxo de Mex. 

Tween 80. 

Cloruro de sodio (R.A.) Baker. 

Acetona (R.A.) Baker. 

III.1.3 Soluciones: Estandar interno de Diazepam (Solución o.e 80 

mcg/ml ). curva estandar de Griseo.fulvina en cloro.formo a concen­

traciones de o.s, 1.0, 2.0, 4.0, a.o, 16.0 mcg/m1. 

Solución saturada de Cloruro de sodio. 

III.1.4- Preparación de las dilucior.es: Se pesa:rcn 20 mg. de Gri­

seo.fulvina y se aforar6n con Clorcforr.o a 100 ~l. obteniendose -­

m:a concentración de 203 :lcg/ml • 

De esta solución se tcmaron 2 ~1. y se cclo.=~::-::·:::1 er: ur. Ga~.ra= 

vol U.'":lét.ricc de 25 :nl • , esta ali cuota se evapc·z6 a ;:e queda:;;: 



posteriormente se le agregaron 0.5 m1 de a=etona y 0.1 ml de -

t'Ween 80 para disolver, se aforó al volUll'.en con orina, para ob 

tener una concentración de 16.0 mcg/ml. De esta solución se hi 

cieron las siguientes diluciones: 

16.mcg/ml 

5!111 z1º m1 = 8 mcg/ml. 

s mlZº m1 = 4 mcg/ml. 5 :z10 ml = 2 mcg/.tnl. . 
5 z.10 m1 = 1 mcg/m1 

5 m1 ---10 mJ. =0.5mcg/ml 

La curva estandar se preparó de la r.ri.S!'na manera partien­

do de la solución clorofórmica de 200 mcg1~~1, estas diluciones 

se hicieron en clorofonno. 

III.1.5. Método de extracci6n:Para hacer la extracción se tomó 

1 ml de las: soluciones problema, se les añadió l ml de solución 

saturada de cloruro de sodio y se extrajo con 10 ml de éter eti 

lico, se agitó por un minuto, se dejó separar las capas, se to­

mo una alícuota de 5 mJ. de la fase etérea y se coloc6 en otro ~ 

tubo donde se evaporó a sequedad. Se le agregaron 45 mcl d~ es­

tandar interno. Las muestras se tomaron por cuadrupliéado apli­

cándoles el mismo tratamiento a todas. 

Para la curva estandar (diluciones en cloro.formo) no se hi 

zo extracción, solamente se tomó la alieuota de 1 ml y se colo­

có en un tubo dor-de se evapor6 a sequedad asregándole al ~ismo_ 

tienpo el estandar interno. 

Las n:uestras se .redisolviercn en 45 mcl de cloro:fon:o en -

el :-:c::c?:to de hacer la inyecci6r... ne cada tuto se hicieron tres 

inyeccicnes. con el fín de otse:rvar la reprceucibilidad~JY 1a VJ! 
:ric:ci~:: e?: cac1u ir..ve:ccién, ~c$:E.~ic:nnEnte se ectermin6 el .::reme 

~ . . -



dio de la relaciér. de alturas de l.as tres. 

Pará cada clL""rVa problema se inyect6 su correspondiente cur 

va estanda:r. 

~os tiempos de retención a las condiciones antes menciona 

das para el estar.dar interno y Fara la Griseo.fu1vina f'uexon -

3.0 y 6.8 minutos respectivamente. Se encontró que los ccxcpue~ 

tos sen estables a estas condicicr.es~ ya que al inyectarse ca­

da uno por separado aparece solar.ente el pico correspc:r..diente_ 

al cc!"lpuesto. 

III.1.~.Estatilidae: Fara esta prueba se preparó una solución 

de 4 :.Lcg/,~l de Gri~eoful vina disueltos en orina; esta scl.ución 

se dividió en cinco tubos, con e1 fin de que pennanecieran en_ 

ccngel~ci6n hasta el nomentc de ~acer la extracción. Las maes­

tras se descongelare~ y se extrageron a los siguientes tiempos: 

cero, ~egunda, tercera y cuarta semana. 

III.1.1. Coeficiente de Variación en la Extracci6n: En esta -

p::::·:.1e't'a se hi?o el ar..á1.isis con ur.a sola concentraci6n (2 acg/m1} 

de ~ris~ofulvir.a e~ o~ina. ne prepararon cuatro muestras de a­

cucIGO al ~F-todo d~ extracción descrito en la sección III.1.5. 



III.2. DETEP.MI1IACION" DE GRISEOFULVINA EN PLASMA POR C.G.L. UTI­

LIZA~IDO DETECTOR DE CAPTERA DE ELECTROlIBS. 

III.2.1.Material y Equipo:. 

Cronatégrafo de Gases marca Varian, modelo 3700. 

Colmr.na de vidrio de 200 cm de largo y de 0.25 pulgadas de diá­

metro ex terne • Col ur..na OV-17 a1 1 • 5 % en Chl:'o..'T.osorb W, 80/1 oo -
mallas. Condiciones: temperatura de la colu."'lllla:300°c, temperat_!:! 

o o ra del inyector:320 e, tempe:ratura del detector:330 c. Veloci~ ...... 
dad del gas acarreador: 15 ml/.~in, presión del gas acarreador~ 

(N2) 42")p.Si ... Sensibilidad: de 10; velocidad de 1.a carta 0·.625 

cm/min .. 

III.2.2. Reactivos: 

Eter etílico (R.A.) Monterrey •. 

Benceno ~R.A.) Balcer. 

Diazepam (U. s .P.) lote 6226702~ clave 1108001. 

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

Cloruro de sodio {R.A.J Baker. 

III. 2. 3 • Sol ucio1:es: Estandar ir.:terno: Solución de Diazepám ( 40 

ng/Ml). Curva de ~riseofulvina en plasma de concentraciones de: 

15.6, 31.12, 62.~5. 125,250,;:co,1000 ng/ml. 

So1uci6n satur~da de Cloruro de scdio. 

!¡~.~.~. Frefaracién ~e l~s cil~ciones: ~é pesaron O.OC5 g de -



:Je la solución anterior se tomó O 1 m: y en un r:Jatrz volu 

me~rico ~e 10 ml se evaporó el benceno has~a sequedac, rediso1-

vier.do y aforando posteriormente con plas~a; para ottener asi -

una concentración de 2 mcg/ml. 

De esta solución se hicieron las siq-~ientes dil~ciones: 

2 mcg/ml 

5 ml z-- 10 ;nl 

5 m1 z~- 10 ml 

5 m1 . - 7 . iC ml 

5 m1 zL-10 ml 

5 ml Z 10 ml 

~: z :~ =~ 

= 1CCC ng/ml 

= 500 !!g/ml 

= 250 ng/ml 

= 125 ng/ml 

= 62.;ng/ml 

= 31.2ng/m1 

= 15 .1ng/ml 

III.:?. 5 .Método de SxtraccióL. 81 procedir::iento de e:x:tracción es 

semejante al que se hizo para el :nétodo en orina. Se tomó una -

alícuota de 1 ml de cada una de las dilucicnes; se le adicionó_ 

1 ml de solución saturada de cloruro de sodio y se extrajo con_ 

10 nl de éter, agitando por un minuto. De la capa etérea se tomó . -
una alícuota de : ml la cual se colocó en ".ln tubo doLde se evar-o 

ró a sequ.edad,, a.:;regándole al mismo tie:nr:e- 0.025 ml ce estandar 

intE::rno. Las m~estras se redisol vieron ccr.. o. 2 m1 ce cencer.c e1: 

el nc~ento de hacer el análisis. 

Este procedi.,¡iE:nto se ri:: ai :i ~·(· :r,·ra prEra:rar ocr.:.0 curvas; 

er. ellas se analizaron los si·guientes pará::etros: lir.ealidad, 

rE'¡::rc:!ucibilidad. cantidad mi~i'Ila detectat.::.e: los res:.;: tados se: 

r:r~ ::E?:tru:. er. la ~e:=ción IV .1 . ':l • 
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III.2.6.Variación en la Extracción: Para medir este parámetro se 

hizo el análisis con una sola concentración {125 ng/ml) de Griseo 

fulvina en plasma. Se prepararon éinco muestras de acuerdo al mé 

todo de extracción descrito en la sección III.2.5, las C"~ales se . 
inyectaron de la misma manera que todas las anteriores. 

III.2.~. Estabilidad: La prueba tiene como finalidad observar si 

la Griseofulvina su.Ere alguna degradación que se vea reElejada en 

un cambio de concentración atravez de un cierto tiempo. 

Para esta prueba se preparó una solución de 250 ng/ml de 

Griseofulvina disueltos en plasma; esta solución se dividió en 

cuatro tubos. los cuales se man"fluvieron en congelación hasta el 

momento de hacer la extracción. Las muestras se descongelaron y 

se extrageron a las sig. tiempos: cero, segunda, tercera y cu~ 

ta semana; estas se evapora.ron a sequedad y se redisolvieron en 

benceno en la última semana para ser inyecta~as. El método de -

extracción utilizado fué el que se presenta en la sección III.2.5 



IV. RFS::i..:OADOS. 



IV .1. DETER:MI1JACIO!! DE GRISEOF"-0LV!NA EN ORIJJA UTILIZA::Dc EL :!)E­

'::'ECTOR DE IC:ITZACION DE I.I.k~~ 

E~ la figura !;o. 1 se presenta el cro:::atograma o'ttenido al 

realizar la detel::::linación de 3riseofulvina er- orina uti:izar.dc 

detector de ionización de lla:::a; en el cua: se ocservcu: :.es ri­
cos del disolvente,. del estar..O::ar interno: diazepám y e: de ~a -

GriseofUlvina. Los tiempos de retención octenidos confcr~e a :as 

condiciones mencionadas en la sección III.1.1 son 3 minutos rara 

el estandar interno y 6.8 minutos para la Griseofulvina. 

Para la cuantificación de 3riseofulvina se tomó e~ ccr.sid~ 

ración el valor ot'tenidc en la :relación de alturas de !os ricos 

de la Griseofulvina y el estar.car interno rara cada cor.cer.tra-­

ción. 

-F.h= Altura del pico de la Griseofulvina ~ altura del pico 

del estandar interno. 

IV .1 .1 . Linealidad: En las tat:as 1- a 1 a ~- se rresen.tan los _ 

resUltados obtenidos al realizar las dete:r::linacio~es correspcn­

dier.tes de GriseoEU:vina Er. orir.a, las cuales se encrAentran re 

presentadas gráficanente en las figuras 2-:. 

29 



n 1 

Dir:olvente. 

Estandar Interno. 

·niazepám 

riseof'ulvina. 

Fi'J'--'.Ta no. 1 . 

crc.::.at:::gra:'.".a e€. s:riscofulvir.a en orina utilizando <2c­
tectcr ce ior.izaci.:=r.. ce 1 ::.a."'!la. 
Cor.cer.traciór. de SriEe~fulvir.a =E ~c;/m:. 
Ater.uaci6r. = 4x 1 ~ 
F.;:;.ngo :le se1.:si'bilidad ; 1 x 10- " 
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Tabla ~:;:,. 1 

Deter.:tir..ación No. l de Griseofulvina en orina 

~:itilizan.do detector de ionización de ?..lama. 

Ccn~e::~:ración 

:ic¡;¡/ml 

0.5 

2.0 

..:: .o 
= 1"I _1. _..., 

Estandar de Referencia 
Rbs. 

0.00924 

0.0184 

0.0.<:03 

0.0813 

0.1502 

0.2998 

Protlema 
P.hs. 

0.0042 

0.0090 

0.0182 

o.02a·6 ' 

0.0728 
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Tabla No. 2 

Determinación No. 2 de Griseoxulvina en orina 

utilizando detector de ionización de ll~a. 

Concentración Estandar de ReFerencia Problema 
mcg/.'111 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 

Detenninación No. 3 de Griseo.ful vir~ en 0.:rina 

utilizando detector de ionización de· llama. 

Concentración Estandar de ReEe:rencia P.rot.lema. 
mcg/mI RhsT Ifus. 

o.s 0~0099 0.0047 

1.0 0.0194 0.0087 

2.0 0.0343 0.0169 

4.0 0.0624 0.0296 

8.0 0.1519 0.0736 

16.0 0.2898 - 0.1..;32 



·Tabla :tlo.4 

Detenninación No. 4 de Griseo.Fulvina en orina 

utilizando detector de ionización c;te llama. 

Concentración Estandar de ReEerer.cia Problema. 
mcg/ml Rhs. P.hs. 

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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Deter.ninación de Griseof~lvina Er. orina ~tili­

zando detector de icr.ización de :~a,a 

Datos de la taHa ?:G. 1. 
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Problema. 

Figura ?ro .. 3 

Determinación de Griseofu1viz!.a en orina utili­

zando deteet:or de ionizacié~ de l!a~a. 

Datos de la ::abla No.2 
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:>ererminaci6n de 3riseoxulvina en orina uti!i­

za.nc:!o detector de ior.izacióh de !lama. 

Lir..ea1idad de los datos de la ~abla No. 3. 
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Deter.nir.aci~~ de Griseofli~vir.a en cri~a ~ti1i-

zar.do detect~r de ionización de llama. 

Datos de ~a tabla No.4 



De a~uerdo a los resultados de las tablas ?lo. 1 ,2,3 y 4 se 

calcularon las pendientes, interceptos y coeficientes de corre­

lación de los cuatro experimentos realizados; tanto de las cur 

vas de re..ferencia como de los problemas. Los datos se exponen_ 

en la tabla No. 5. Asi mismo observamos gráficamente la linea­

lidad de estos datos en las figuras 6 y 7 donde se presentan -

por separado las cuatro curvas de referencia y las cuatro cur­

vas de los problemas. 

Tabla No.5 

Determinación del Coe.ficiente de Correlación, Pendie!! 

tes, Interceptas de las curvas Estandar y Problema de Griseo.ful 

vina uti1i~ando detector de ionización de llama. 

Experimentos No •. 

E I II III IV 
s 2 

0;.999 0.999 .0.997 0.999 t r 

a r 0.999 0.999 0.999 r 0.999 
ll 0.019 0.019 0 .. 018 0.019 
d llI 

a b 0.002 0.003 0.001 0.001 
r 

p 2 
0.999 0 .. 999 0.997 0.999 r r 

o r 0.999 0.999 0.999 0.999 
b 

0.009 0.010 0.009 0.10 
1 

m 

e b -0.004 -0.004 -0.001 -0.003 
nt 
a 
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Figura Ho. 6 

Linealidad de las ci~atro C'..l.TVas de ~eferer..cia en 

la determinaci6n de Griseo.fu!vina en orir.a; uti1i 

zando detector de ionización de llama • 
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Tabla 110.7 
Linealidad de las cuatro curvas Problema er. '!a de­
tenninaci6n de GriseofUlvina en orina; utiliza:.do 
detector de ionización de lla?Ja. 
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IV. 1 • 2. Determinaci6n de la Concent:raciór.. :?..eal y ~s de Extrac­

ción de Griseofulvina en oriria. 

Los datos que se presentan en las ta't'las No. 6,7.8 y 9 co­

rresponden a los resultados obtenidos al interpolar er. cada cur 

va de referencia~ l:os datos del problema co:r:respondien'te a cada 

experimento, estos son los datos obtenidos de las tabl.as 1-4-

En donde X = concentración del Estandar de Re.ferencia. 

Y = Relación de alturas: Estandar de Re.ferencia.; Estandar 

interno = hR/llSi. 

Y'= Relación de alturas del Problema: Problema .; Estandar 

interno = hP/hSi. 

X'= Concentración Real. 

-
La concentración real se obtuvo al interpolar la altura -

del problema (Y) en la curva de re.ferencia {X, Y); (X1 ,Y) -o o n 
obteniéndose X' • 

El % de Extracción se obtuvo al relacionar la concentra -

ción del Estanda:r de :Re.f'erencia con la concentración Real tlel. 

Problema. 

(X1 )(100) (2) = ~ de Extracción. 
X 

El cálculo se multiplica por 2 ya que en la extracción,la 

alícuota que se toma para la curva de rererencia corresponde a 

la mitad de la muestra del problema. 

Así mismo los datos se pueden observar representados g:t:á 



ficamente er.. las .figuras No. 8 r 9, 'tO ~ 11 • dcr..GE se graficé ~cr: 

centració~ Vs. Relaciór. ce altl.lras 

X 

::!lég/ml 

0.5 

1.0 

2.0 

~-º 
a.o 

16.0 

Tatla ::o .. 6 

Obtención de la Concentración Real y de:-: "~ dE Ex­

tracción por 1a inteTpo1aci6n de los dat=$ preseE_ 

tados el'! la tat-:a !:o. 1 . 

y -f~ Cor..cc::>tracié:r:. 
,.,. 

de Ext:ra':"ci 61: 
Ir..tErpc~aao fE:al 

hF./hSi hF/.GSi= y' mcg/m: ~! 

0.0092 0.0042 0.!?225 89 o 
0.0184 0.0090 0.48L:1 96 03 

0.0~03 C:i-0182 CL9758 97 .58 

0.0813 C.()386 2.0702 103. 51 

0.1508 0.0728 3-9056 9'7. 6t; 

0.2998 0.1501 e.0463 100. 58 



Tabla Be. - -: 

~:~er.=iór. de la Concentración Real y del % de Extracción 

por :a i~:erpolació.r: de les dat:os presentad~s en la t:aI::!a -

X y YJ Concentraciór.. % de Extrae-"' 
I:ntertol ada Real cié:n. 

ncglm: hR/hSi :bPf.!!Si= y~ mcg¿"lll= X' ., ,.., 
,.. - 0.0057 0.00.26 0.2346 93.86 ·-·.: 

1.C ~L0126 0.0059 0.L705 ga. ·n-· 
2.0 ~.0:?..'"'6 0.0170 0.89L;; 89 L:~ 

¿:.o 0.0768 0.0349 1.8332 91.€€ 

a.o 0.1508 0.0708 3. 7132 92.8:: 

16.0 0.1025 0.1519 .., .9557 99-~L:. 



Tabla No. 8 

Obtención de la Concentración Real y del % de Extrar.ción 

por la interpolación de los datos presentados en la tabla ·· 

no. 3. 

X y y> Concentración ' % de Extracción 
Inte!:Eolado Real 

mcg/m.l hR/hSi hP/hSi= Y' mcg/ml=X"' % 

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 ú.0623 0.0296 1.628 80.83 

B.O 0.1515 0.07367 4.0243 100.60 

16.0 0.2898 0.1432 7 .8264 97.83 
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':'at-la Ne. 9 

Obtenciór. de la Concentración Real y del % de Extracción 

FOT la interpolación de los datos presentados en la tabla 

X y y" Concentración ~de Extracciór.; 
Interpolado Real 

mcg/.":11 e hRfhSi hP/Si= Y' mcg/ml=X' % 

0-5 0.0100 0.0048 0.2483 99.38 

1.0 0.0173 0.00?9 0.4165 83.3 

2~0 0.0389 t"\ t""&4 ,,. ... 
V o VI ;;TJ 0.9980 99.8 

.: .o 0.0822 0.0382 2.0033 100.16 

e .o 0.1555 0.07""6 4.0705 101.76 

1€.0 0.30..e8 0.1530 '!.769 99.61 
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!>eterminaci6n de la Concen~raci6n Real de Grise~ 
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Detenuinación de la Concent::raci6n Real de Griseo 
f'ul.v.ina en orina por la inte:rpolaci6n en la cur':" 
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Tabla Uo.10 

Determinación de la Concentración Real de Griseo 
.fulvina er. oti.ra por la interpcl.acién en la -cux= 
va de Re.Ferencia lk>. 3 
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IV.1.3. Coe.ficiente de Variación en la Extracción. 

En ia tabla No.10 se presentan l.os datos obtenidos en 1a -

determinación del Coe.Eiciente de Variaci6n en·1a Extracción que 

se describe en la sección III.1.7 

Tabla No. :10 · 

Coe.ficiente de Va_-r-iaci6n en la Extracci6n. para una con­

centración de 2 mcg/ml. · 

Dete:rminación No. 

.1.-

2.-

3.-

4.-

Relación de alturas. 

0-0182 

0.0170 

0.0169 

0 .. 0191 

Coeficiente de Variación trnx)100 

·X 

-X= 0.01779 ; a"'n = 0.000887 

c.v. :s 4 .. 986'% 
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IV.1.4. Estabilidad: Los resultados obtenidos al realizar la -

prueba de estabilidad de Griseofulvina en orina como se explicó 

en la sección III.1 .. 6 se presentan en la tabla ?ro. 11, donde se 

puede observar que la Griseofulvina no sufre degradación en un_ 

periodo dé cuatro semanas. 

Tabla No. 11 

Estabilidad de Griseo ful .. .rina en orina en un período de 
cuatro semanas. 

/ 

Muestra He. Tiempo en semanas. 

o 2a. 3a. 4a. 

1.- 0.0368 0.0349 0.0365 0.0310 

2.- 0.0349 0.0296 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 



IV. 2. DETE?.MIIiACION: DE GRISEOF::LVINA EU PLASMA UTILIZE:iDO DETEC-

1:'.'0P. DE CAPTURA DE ELECTI:!?r.ES. 

En la .figura ~io .12 se representa el Cro:natograma obtenido 

al r€alizar l.a. cuanti.ficaci6n de Griseo.fUl.vina en plas:aa, uti­

lizando detector de captura de electrones. Se puede observar -

1.os tiempos de retenciór.r. para el estandar interno y la Griseo­

.f'ul vina que son de 3.5 y 7.5 minutos respectivamente. 

Con el .fin de cuantificar 1a Griseo.ful.vina en plasma se ~ 

realizaron 8 detezmi.naciones,.las cual.es corresponden a 1as ~ 

curvas ?lo. 5-1 2. 

Las tablas No.. 12 y 13 presentan los reSUl tados obtenidos 

en estos experimentos; en ellas aparecen las relaciones de al­

tura de los picos para cada co:ncentraci6n. En las determinaci,2 

nes hechas en plasma con el detector de captura de electxones, 

las concentraa:iones que se detenrinaron fueron.an-el rango de_ 

1 5. 6 a 1000 ng/ml. 

IV.2.14 Linealidad.Los dai:os de las tablas No.12 y 13 aparecen 

gráficanente en la figura No.13 donde se puede observar la li­

nealidad que presentan las c-1.ll'Vas en las ocho detenninaciones. 



Disolvente 

Estandar interno 
Diazepá"':I 

Griseofu.1 vi11a. 

Figura no. 12 

Crc~atc~~ar.-:.a de Griseofulvir.a er. plasma utili 
zai~do d~t~ctor de ca:¡:-::ura de electrones.. -
Cor.csr.tracién de Griséofu1vir.a = 125 ng/ml. 
Ater.uaci6n: 128x 
Rango: 1c 



Tabla No. 12 

Determinación de GriseorUl~ina en Plasma utilizando 
detector·de captura de Electrones.( Concentraci6n Ys. 
Relación de alturas). 

Determinacimn No. 

Concentración 5-, 6 7 8 
ng/ml Altura del Problema/ altura del Estandar Int. 

15.6 0.0891 0.1435· 0.1571 o .142:: 

31.25 0.1112 0.1887 0.1340 0.1481 

62.5 0.1489 0.2080 0.1818 0.2008 

125.0 0.2167 0.2991 0.3091 0.4638 

250.0 0.3485 0.4709 0.3592 0.4638 

500.0 0.7120 0.6313 o .. 8431 

1000.0 'll.5871 1.333 1. 7191 



Tab1a No.13 

Determina€i6n de Griseofulvina en plasma utilizando 
detector de captura de electrones.{'Concentraci6r. Vs. 
Relación de alturas.) 

Determinación Ho. 

Concentración 9 10 11 12 
ng/ml Al.tura del Problema/Altura del Estandar Inte:rno. 

15.6 0.1392 0.1639 0.2051 0.1864 

31.25 0.1670 0.1887 0.1886 0.2096 

62.S 0.2125 0.2032 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 0.01342 0.6497 

1000.0 1..1534 1.1173 1 .1500 1.0887 
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En la tal:la Ho. 14 se presentan los resultados de Interce.e 

tos~ Pendientes y Coeficientes de Correlación de las determina­

ciones realizadas para cuan.ti.ficar Griseo.f'ulv:i.na en p:laSma. usa!! 

do ~etector de captura de electrones. 

Tabla No .. 14 

:Resultados de Inte:rceptos,, Pendientes y Coe.ficientes de 
Correlaci6n en la dete:z:winaci6n de Griseo.ful.llina en pla1! 
ma~ utilizando detector de captura de electrones. 

Experimento 11io .. Intercep'to Pendi~t:e cóe.riciente de 
1 x10 Co:rre1aci6n. 

5 0.077 1-095 0 .. 99·9 

6 0.112 1.423 0-.995 

7 0.107 1.186 0.994 

8 '(),.095 1.595 0.999 

9 0.144 1.025 0.999 

10 0.152 0 .. 980 0.998 

11 0.175 0.989 0.998 

12 0.183 0 .. 917 0 .. 998 



IV.2.2.Coe.ficiente de Variación en la Extracción. 

En 1a tabla No. 15 se presentan los datos obtenidcs en la 

determinación del Coericiente de Variación en la Extracción que 

se describe en la sección III.2.6. 

Tabla :N'o. 15 

Coe.f:iciente de Variación en la Extracción en la deter 
mi.nación de Griseo.fulvina en plasma; para una concen: 
t:ración de 125 ng/lRl. 

Determinación N5. Relación de alturas. 

1.-

2.-

3.-

4--

5--

6.-

1.-

CoePiciente de Variación:o-n (;ooj 
X 

i = 0.365 

c.v. =6.65% 

vn = 0.0243 

0.314 

0.357 

0.395 

0-361 

0.367 

0.371 

0.3B8 



IV.2.2.Coe.Ficiente de Variación en la Extracción. 

En la tabla No. 15 se presentan los datos obter.idcs en la 

deteniünación del Coe.Ficiente de Variación en la Extracci6r. que 

se describe en la sección III.2.6. 

Tabla :N"o. 15 

Coefi~iente de Variación en la Extracción en la deter 
•illación de Griseofulvina en plasma; para una concen:-
1:ración de 125 ng/ml . 

Deterai.naci6n NtL Relación de alturas. 

1.-

2.-

3.-

4--

5--

6 .-

7--

Coericiente de Variaci6n:crn {100) 

X 

x == o.365 ; o-n = O .0243 

c.v. =6.65% 

0.314 

0.357 

0.395 

0.361 

0.367 

0.371 

0.388 



IV.2.3. Estabilidad. 

En la sección IlI.2.7. se describe la prueba de estabili 

dad realizada en plasma en un periodo de cuatro semanas. Los -

resUltados obtenidos ee esta prueca se pxesentan en la tabla -

Ho. 16, donde se puede observar que la Griseo.Fulvir...a no sufre 

degradación en este periodo. 

Tabla No. 16 

Estabilidad de Griseofulvina en plasma en lin periodo de 
cuatro semanas. 

Muestra No. Tiempo en semanas. 

o 2a. 3a. 4a. 

1.- 0.33.!l 0.320 0.276 

2.- 0.394 0.381 0.339 0.310 

3.- 0.305 0.341 ----- 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. Detenr.inación de Griseoxulvina en Orina uti~izando detec­

tor de ionización de llama. 

á).- Sensibilidad: Es la relación a una concentración dada de: -

incremento eL la respuesta (AR ) y el correspondie~te incre~e~~~ 

en la concer-tración (AC) 

Las unidades de sensibilidad dependen de las unidades er.._ 

1.a cual AR y .AC se expresen; por ::o tanto la sensibilidad de -­

dos di.ferentes métodos analíticos n.o pueden ser.comparados a:. -

menos que.AR y,dC sean expresados en las mismas'ur.idades. 

En sste caso podemos comparar la sensibilidad del detec­

tor de ionización de llama,con la del detector de captura de e­

lectrones de acuerdo a los resultados obtenidos prácticamer.te. 

En este caso 4_!L es·;igual a 1 a pendiente = m 
dC 

S. "lr=4R 
J.-... ¿}C 

s = e.e. 4R 
.AC 

= m ; m= 2.3025 x10-~ ml/~g. 

2.3025 x10-3 ml/ng x 1000 ng/1 mcg =- 2.3025 ml/mcg. 

s = 2. 3025 ml/mcg e.e. 

s. = 0.0187 ml/rncg. 1-l.l 

Observa..-r.cs de acuerdo a estos :::-es::n tados ,que e:: detectpr ee 
caFtura de ~lectrones es del orden de 100 veces más sér.sit1e ;~e 

el detector de icnizaci6n de lla~a. 

€2 



b) .- Car.::idad mini."!la detectable: Médian.te el método de icfilza-
_...~~~~~--~~~~~~---~~---

ción de lla.~a se loJiaron detectar concentraciar-es de 0.5 ~cg/ml. 

c).-Li~ea:idad: Co~o se puede observar en las Figuras 6 y 7 :as 

curvas ;:resentan 11.~ealidad en el rar.go de 0.5 - 16 mcg/m:.. 

?a:!'.'a demostrar q~e no hay diferencias sigz:iricativas e~tre 

las curvas tanto de::os problemas como de las c>i.-rvas de reEex~n­

cia se realizó un análisis estadístico de pendientes en las de­

te:rminaciones de GriseoEulvina en orina. 

El: l.a tabla lio .. 17 se presentan los datos del aná.J..isis es 

tadistico de cova:rianza para las pendientes de l.as curvas de o:ri 

na. 

Tabla No. 17 

Datos de la Covarianza para el. análisis de pendientes 
de 1os experimentos 1,2,3,. y 4 en la determinación de 
GriseoPulltina en.orina. 

Debido a pendientes 

Distrib~ci6n entre p~ 
dientes. 

:Residual. 

Dentro de los grupos 

SSg g1 
-6 5 .6x10 1 

0.023944 16 

0.0624 20. 

MSg n- -
1.418x1o-3 



F( .95)1 , 16 = 4.44 

F{.95)3, 16 = 3.24 

:P)0 .. 005 

Lo cual demuestra que no existen di.f e:rencias estadisticamen 

te significati~s entre las curvas. 
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d),-Coericiente de Correlación: Como se puede observar en la t_! 

bl.a lfo. 5 el_Coeficiente de Correlación pa:ra las curvas.de ref~ 

rencia como para las curvas problema en el rango de concentración 

de 0.5- 16 mcg/1111 es de 0.9994 

e).- Coeficiente de Variación: Para una co:ncentración media en_ 

l.a curva ( 2 mcg/nü.), el. método presenta un Coe.ficiente de Vari_! 
... 

ci6n de 4.98%,, 

. 
f).-Estabilidad: Se observó que no. hay cambios significativos en 

la concentración de Griseo.fUlvina en orina a1•acenada en congela 
' -

ci6n er. un periodo de cuatro semanas. Los :r-esuitados se analiza-

ron estadística.mente encontrándose que no existen diferencias sis 

nificativas. Los resuitados de esta prueba se presentan ~ la ta 

bla No. 18. 



Tabla !~o. 1 8 

Datos del análisis estadis~ico para la prueba de esta 
bi1idad de la Griseo.fulvi~a en orina. 

Entre ca~egorías 

Dentro de 1os grupos 

Total 

Razón F = 1 .2788 

F(..95) = 3.24 

P) C.005 

Su.~a de Cua~~ados 

0.00004 

o. 000167 .3 
-..:! 

2.073X10 . 

gl C-dadrado medie. 

3 

16 

t:: 

1 .333X1C'-... 
_e 

1.045x10-' 

g.-EspeciEicidad: Esta prueba no se realiz6 ya que para ello se­

necesita sintetizar los metabolitos. Sin embargo reportes tiblio 

gráficos (14) indicar.. que no hay interferencia con los tie!"<poS -

de retención de la Griseofulvina, ya que los metabolitos tienen 

un tiempo de xetenci6~ menor que el de la Griseo.f't~lvina. 

V.2. Deter~ir.ación de ~~iseof~lvir.a en ~las~a ~tilizando eetector 

de caDtura de electrones. 

a) .-Car.:tica::. !.:Cir..ima detectable: La :!eterminaciór: de la Grisecf:.:1 

vir.a en plas:na requ.it...re üL métcdo r:as Ee11sible que el utilizadc­

para orina ya i;ue las cm1centracior..es e:ncontradas en sang:re se::-. 

nucho r:¿s ;Equeflas qu.e las er..contr-a::as c:r. o:rir.a; ¡:or esta ra:::tn 



de nam:;'.:::!i·ámos. 

b).-Linealidad: Utilizando e1 detector de captura de electrones 

se puede observar en la .figura No.13 que el método presenta li­

nealidad en el rango de 15.6-1000 ng/ml e1 cual es el rango de 

concentraci6n que no:rmalmente se encuentra en sangre ( 14,10). 

c).-Coeficiente de Correlación: De acuerdo a las curvas de la 

figura No.13 observamos que hay linealidad en todas ellas; mant~ 

niendo un Coeficiente de Corre1aci6n promedio de 0.997 

Los resultados obtenidos en la detenninaci6n de Griseofulvi 

na en plasma se analizaron de acuerdo a un análisis estadístico 

para observar si las diferencias en la correlaci6n de los puntos 

era significativa. Para ello se e.fectu6 el análisis estadístico_ 

de acuerdo al modelo de dos variables de Clasificaci6~ única; en 

donde contrasta .filas y columnas. Con este diseño se pretende de 

mostrar que de acuerdo a los datos analizándolos por .filas debe;.. 

rán presentar una di.ferencia signi.ficativa7 ya que corresponden· 

a concentraciones di.ferentes¡ por otro lado, analizándolas de a-

cuerdo a las columnas no deberán presentar diferencias significa 

tivas ya que son los puntos con los que se trazaron las curvas y 

éstos presentan pendientes semejantes. 

En la tabla No. 19 se presentan los resurtados de los cálC1..;! 

los exectuados para esta prueba7 en la cual se demuestra que e~­

tre filas si hay di.ferenci<.i.s, mientras que para las cclu...-:mas no 

la hn~·. 



Tabla No. 19 

Aná.1.isis estadístico para Coe.ficiente de Cor.relaci6n en 
la dete:rndnaciór... de Griseo.f-..Uvina en plasma. Modelo de 
dos ~-ariables de clasificación única para el contraste 
entre .filas y entre las colmnnas. 

Entre .filas. 

Medias de columnas. 

Residual. 

Total 

La :razón F: = 165.05 ( 

2.191 { 

Su."Ila de CUadzados. gl Cuadrado m~ 
dio. 

8.1916 6 1.365 

0.1269 7 0.01812 

0.3475 42 0.00827 

8.666 

.filas). 

columnas). 

{f .95) de tab1as para colunmas =2.25; para filas =2.34 

Razon F 

1.365 
0.000827 

0.01812 

0.000827 

Asi mis:no se realiz6 ur.. a11álisis estadístico de covarianza 

con el xín de determinar si había di.ferencias entre pendientes_ 

.a.e las curvas de la fig-~a Uo .13. Este análisis al igual que un 

análisis ee varianza ta-:¡l:ién nos conduce a un contraste para 1a 

diferencia entre 7~dias: =ediante la división en varios sumar"dos 

de una s~~a de cuqdraccE. 
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E:n '.:ase a las tatl.as No. 12 y ~ ~ S€ realizarm: los cál.c-'1.-

1,o.s de la :;:::::--...:e~a de Ccv:u:-ianza que se presentan a cor..tinuaci6r.. 

3:_:.-::;,. total ~~ productos: 

-'I T 
Y.· x++ y++ = 6541 • 239 
~ nl:: 

s~-.~ je prc1uctos dentro ce los grupos: 

-T T Y.;.j x+ 1 
.... + = 

L 

entre :::1e::ias: 

T T -T ~ 
X+ y+ X++ y++ 

r. :r:k 

X 

6300.81 

= 2~0.~2 



Tabla ?\e. 20 

Ar...álisis de cova:rianza para observar di.ferencias entre 
pendien~es de las curvas eL la determinación de Griseo 
fulvina en p1asma. 

,, 
@l. x2 XY y 2 gl y'· C:..í.adrado 

Entre medias 7 157992.15 

Dentro de los 
grupos. 46 5431L45.5 

TO tal 53 5589~37 •. 6 

F{.95) = 2.25 

F = 0.01512 = 1.95c5 
0.00775 

2L;0 • .::;2 0.4539 

6300.81 7 .6581 

6541.23 8.112 

En dor.de se dem~estra q~E no hay ~iEerencias. 

7 0.01058 001512 

45 0.34877 Q.0077~ 

52 0.4546 
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VI .-~ONCLUSIO!."ES. 



- .. 

El método de Cxomatografia de Gas-Liquido utilizando el d.§. 

tector de ionización de llama para dete:rminar Griseo.fulvina en_ 

orina posee una reproducibilidad adécuada; demostrándose medi~ 

te un aná1isis de covarianza de las pendientes e interceptes. er. 

el cual se demostró que no existen di.ferencias estadisticamente_ 

signi.ficativas. 

En l.a determinación en orina el intervalo de concei: traciór• 

en .el cual la Griseo.fulvina presenta linealidad se encue~tra e~ 

tre 0.5- 16 mcg/."lll., con un CoeEiciente de Corxelaci6n pro~edio_ 

de D.9994. 

El porcentaje de recuperación de Griseofulvina en la extrae 

ci6n er.. orina en este :rango de concentración e_s de 95. 8%., ob'te­

niéndose un Coeficiente de Variación a una concentraci6n me~ia_ 

de 4.98%. 

La pr~eba de estabilidad nos indica que las muestras que 

contienen G2'iseo.fulvina disuelta en orina pued€ pennanecer er. 

congelación un mes sin que suxran degradación. 

El método de Cro~atog~afia de Gas-Liquido utilizando detec 

tor de captura de electrones para la cuantificación de GrisEo-­

.ful vina en plasma pue::!e detectar hasta 15 r.g/.'T'.! • El rango ce l ! 
~ealidad en este método se encuentra entre 15- 1000 ng/."7ll cor. -

un Coericiente de Corr-elación promedio de 0~997. 

El Coeficiente de Variación obtenido en la extracción de -

GriseoFul.vir.a er. plasna ez de 6.68%. 

La f!"'.leca 1c estat:ilicad de Grisco.fulvir.a disuelta er.: p:la.§_ 

. ¡ 



La sensibi1iC.ad en e1 método, utilizando detector de capt.!! 

ra de electxones es del orden de 100 veces mayor que el detec-­

tor de ionizaci6n de llama. 

El tiempo de aná.l.isis es relativa~ente corto; to~a?:.do en ,;_ 

cuer.ta que solamente se hace una extracci6L en cada muestra y -

el tiempo de inyección mini.'110 es de 1 O minutos. 

Los reactivos utilizados tanto para J.a determinaci6.n en -

sangre como en orina son del uso común, Eácil adquisici6n y e­

con6::ti.cos. 

En base a las características de sensibilidady reproducibi 

lidad, linealidad y cantidad mínima detectable el método de Cr.Q 

matografía de Gas- Líquido para la determinaci6n de Griseo.ful.vi 

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

, lizado en estudios de biodisponibilidad. 
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