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Resumen

A través del estudio de las variables experimentales que influyen en el proceso de
extraccion en fase sélida, se establecieron las condiciones de trabajo para la extraccion
de G-1 a partir de muestras de plasma humano. Las muestras desproteinizadas se
extrajeron empleando cartuchos de fase inversa RP C-8, acondicionados con dos
volumenes de 2 mL de acetonitrilo y dos volimenes de 2 mL de agua destilada. Antes de
la elucion, los cartuchos fueron sometidos a un proceso de lavado con agua destilada y
secados con corriente de nitrégeno. La elucion del G-1 se realizé con dos porciones de 2

mL de n-hexano.

La técnica estudiada para la extraccion de G-1 desde plasma humano mediante
extraccion en fase solida y determinacién por cromatografia de gases, con columna
capilar y deteccion por captura electrénica se someti6 a un proceso de validacion,
siguiendo la metodologia ICH, resultando ser lineal en el intervalo de 0,1 a 8 mg/L,
precisa, exacta, especifica y sensible, con limite de deteccién de 0,0067 mg/L y limite de
cuantificacion de 0,017 mg/L.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno, o G-1, es un principio activo, sintetizado en el
Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas el cual
se ha manifestado como un potente bactericida-fungicida de amplio espectro. Esta actividad
ha sido comprobada frente a un gran nimero de microorganismos Gram positivos y Gram
negativos, levaduras y hongos, lo cual lo convierte en un excelente candidato a formular

como medicamento antimicrobiano.

La obtencién de formulaciones para uso sistémico a partir de este principio activo es uno de
los proyectos en el que se trabaja actualmente en el Centro. Se conoce que para el registro
de un medicamento es requisito indispensable, entre otros, la realizacion de ensayos que
definan las propiedades y parametros farmacocinéticos, que caractericen la absorcion,
distribucion y excrecion del farmaco, asi como las posibilidades del mismo para llegar al
sitio de accion.

El reto mas importante al desarrollar métodos bioanaliticos con estos fines consiste en
separar, selectivamente, el principio activo y/o sus metabolitos de los interferentes
enddgenos, lo que normalmente requiere de un proceso de preparacion de muestras

eficiente, una separacién cromatogréafica adecuada y un sistema de deteccion sensible.

Durante la preparacion de la muestra se persigue eliminar componentes no deseados de la
matriz, concentrar los analitos para alcanzar niveles detectables, obtener un extracto

compatible con el proceso de separacion cromatogréfica y aislar los analitos de interés.

Desde su introduccién comercial en 1979 la extraccion en fase soélida (SPE) ha ido
sustituyendo a los métodos de extraccion liquido-liquido utilizados hasta entonces en la
preparacion de muestras para ensayos bioanaliticos, debido a una serie de ventajas de
orden practico, como la no formacién de emulsiones, mejores recuperaciones de analitos,
extractos mas limpios, la posibilidad de eliminar selectivamente interferencias vy
componentes de la matriz, uso de volumenes mucho mas bajos de disolventes y por

consiguiente una menor produccion de desechos.
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Introduccion

Otra ventaja de la SPE sobre la extraccion liquido-liquido radica en que esta Ultima requiere
al menos dos y normalmente tres equilibrios sucesivos de las fases para lograr
recuperaciones mas altas. Ademas, la diversidad de adsorbentes y la posibilidad de utilizar
una gran variedad de disolventes y mezclas como eluyentes, proporcionan a la SPE un
grado muy alto de versatilidad, en comparacion con la extraccion liquido-liquido. La
posibilidad de automatizacion del proceso de extraccion ha sido mucho mas explotada en la

SPE que en la extraccion liquido-liquido.

Finalmente, en cuanto a la determinacion analitica de G-1 en muestras de plasma, se han
descrito varios métodos, fundamentalmente basados en la espectrofotometria ulravioleta
visible y los cromatograficos, dentro de ellos HPLC y GC. Estos ultimos métodos suelen ser

los mas utilizados por sus ventajas en términos de selectividad y sensibilidad.
En consecuencia, los objetivos de este trabajo son:
Objetivo General

> Disponer de una técnica analitica validada en la que se emplee la extraccion en fase
sélida (SPE) y la cromatografia de gases (GC-ECD) para la determinacion de G-1 en

plasma humano.
Objetivos Especificos

» Estudiar las variables experimentales relacionadas con la recuperacion del G-1 en el

proceso de extraccion en fase solida.

» Desarrollar y validar una técnica analitica aplicando la metodologia de extraccion en fase
sélida combinada con la cromatografia de gases (GC-ECD) para la determinacion de G-1
en muestras de plasma humano.
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Revision Bibliogréafica

2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Generalidades de la molécula de G-1

El 1-(5-bromofur-2-il)-2-bromo-2-nitroeteno, conocido como G-1, es un principio activo,
sintetizado en el Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad Central de Las Villas,

cuya férmula estructural se muestra en la figura 1.

H

NO2

Br Br

Figura 1. Estructura quimica del 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano.

Su estructura quimica ha sido corroborada por diferentes técnicas como la
espectrofotometria de masa, espectrofotometria infrarroja en estado sdlido,
espectrofotometria ultravioleta — visible y espectroscopia de resonancia magnético

nuclear (RNM- 'H), [Estrada. E., 198311
2.2. Actividad biolégicay toxicidad del G-1

El G-1 ha mostrado una potente actividad in vitro como bactericida- funguicida de amplio

espectro; comprobandose su efectividad frente a 908 cepas de bacterias Gram

negativas y 119 Cepas Gram positivas. [Gonzalez, O. y Col., 1993, I; Gonzalez, O. y Col., 1993, Il]. Otl’OS

trabajos se refieren a su actividad frente a Enterobacter sp, Klebsiella y Pseudomas
aeruginosa. Por otra parte, se obtuvieron resultados similares frente a 293 cepas de

hongos gemantes del género Candida. [6onzaez O 1993 Il Gonzalez, O., 1993 1lll Egta gctividad ha

sido demostrada también frente a hongos dermatofitos y filamentosos. [Fsada: E. 1993;

Gonzélez, 0., 1993] ' ot dios mas recientes corroboran estos resultados de actividad in vitro

frente a 2702 microorganismos multi-resistentes. B9 JM- 19971 Como resultado de un
estudio de toxicidad aguda por las vias oral y percutanea, en ratas Spraglie Dawley
machos y hembras, el G-1 ha sido catalogado como ligeramente téxico, con valores de
dosis letal media de 1856,3 mg/kg — 1506,2 mg/kg y 2370 mg/kg — 2205 mg/kg de masa

e [Cortés, R.R., Pérez, T., Reiner, T.,

corporal, respectivament 1997 | os estudios subcrénicos y

croénicos por via topica, no registran manifestaciones clinicas relacionadas con dafios

organicos de interés toxicoldgico por lo cual permiten su utilizacion por esta via de

adm|n|StraC|én [Cortes, R.R., 1997; |, 1]
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En cuanto al criterio del riesgo genotdxico se han tomado en cuenta los resultados de
diez pruebas de mutagénesis y/o genotoxicidad realizadas a este principio activo,
incluidos estudios teO'I"iCOS[EStrada’ E., 1998]’ estudios in vitro [Pant, K.J., 1996; Pérez, G., 1996 & Xu J., 1996]
y estudios in vivo [Caalle: N-. 1997, L 1L 1l VI 4o |35 cuales los tests de Ames y Aberraciones
cromosomicas en CHO fueron positivos. En general, los resultados de las pruebas de
mutagénesis sugieren que el G-1 se puede utilizar de forma segura como medicamento
tépico en enfermedades infecciosas. [F2™ K- 19%] De acuerdo con los resultados de la
actividad biologica y toxicidad de este principio activo, el G-1 constituye una molécula
tentativamente favorecida como alternativa terapéutica en la linea de los antiinfecciosos.
En la actualidad se amplian los estudios de toxicidad y de preformulacion, que permitan
la diversificacion de este principio activo en cuanto a formas farmacéuticas para su
posible empleo en el tratamiento de numerosas afecciones a través de las distintas vias

de administracion de farmacos.

Hasta el momento se han otorgado al Centro de Bioactivos Quimicos tres registros de

productos que poseen al G-1 como ingrediente farmacéutico activo:

+ Queratofural® ungiiento oftdlmico de uso veterinario, empleado en infecciones
oculares bacterianas. Registro otorgado en 1993, [Queratofural, 2001]

+ Vitrofural®: esterilizante quimico empleado como aditivo a los medios de cultivo

utilizados en la produccion de vitroplantas, con su uso se elimina el proceso de

autoclave. Registro otorgado en 1999, [Vitrofural. 1999

+ Dermofural®: ungiiento tépico de uso humano empleado en el tratamiento de
enfermedades infecciosas de la piel producidas por hongos y bacterias. Registro

otorgado en 2007 . [Permofural. 2007]

2.3. Solubilidad y Estabilidad del G-1

Se han realizado varios estudios en la evaluacion de la solubilidad y estabilidad del G-1,
en estado sdlido, disuelto en varios disolventes y en presencia de algunos excipientes
de uso tradicional en formulaciones farmacéuticas. El G-1 es muy facilmente soluble en
dimetilformamida, facilmente soluble en éter etilico, cloroformo, dimetilsulfoxido y
benceno; soluble en tetracloruro de carbono, poco soluble en metanol absoluto y etanol

90°, dificiimente soluble en etanol 70°, y muy dificilmente soluble en agua. 1/°9® E- 1993
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Algunos autores realizaron estudios de estabilidad del G-1 materia prima, donde se
obtuvo que no sufrio degradacion a una exposicion de 35 dias a condiciones de
humedad de 100, 95, 86 y 76%, ademas, no se presentaron variaciones significativas en
ninguno de los parametros evaluados en muestras expuestas durante 91 dias a la luz.
[Jorge, E.y Col. 199311 ' Actualmente se realizan estos estudios de estabilidad del G-1 materia
prima en los laboratorios DALTON en Canada de acuerdo a lo establecido en las
normas ICH para estudios de estabilidad de nuevos farmacos y nuevas formas
farmacéuticas. '™ 2091 En estudios del comportamiento en disolucion, se evidencia que
el G-1 es inestable en aceite de girasol, etanol absoluto; etanol comercial y 2—propanol,
mostrando una mayor estabilidad en alcohol bencilico. M. F.. 1990 Jorge, E., 1993] 'gq hg
comprobado que es estable en acetonitrilo y en mezcla de acetonitrilo/agua (80/20 %
V/V), durante, al menos, una semana. Existe una fuerte accion de las luz sobre la
degradacion del G-1 en disolucion, lo cual se le atribuye a una interaccién especifica
z. [Molina, R. & Rosado, A., 1994]

solvente / G-1catalizada por la lu

5 [Molina, R. & Rosado, A. 1994] oy yn estudio sobre productos de

Molina y Rosado en 199
degradacion del G-1 en mezclas de agua y diferentes solventes a pH acido, basico y
neutro demostraron la rapida degradacion del mismo en estas condiciones, con la
formacion de 5-bromofurfural. En un estudio de la cinética de degradacién de G-1 en
medio acuoso, se determindé que la degradacion de este compuesto sigue una cinética
pseudo-primero orden a pH, temperatura y fuerza i6nica del medio constantes en el

rango de pH 1,0 — 12,0, siendo mas estable a pH 1,0.
2.4. Métodos de Extraccién de farmacos desde fluidos bioloégicos

Los organismos vivos presentan numerosos fluidos bioldgicos los cuales cumplen
funciones especificas dentro del organismo y estos a su vez estan constituidos por
numerosos compuestos y estructuras, consideradas como matrices bioldgicas

complejas.

La determinacién de los farmacos directamente en los diferentes matrices biolégicas es

muy compleja por lo que se hace necesario técnicas de separacion, tales como:
2.4.1. Extraccion por fase sélida (SPE)

Es un método de separacion de muestras el cual permite concentrar y purificar analitos

en disolucién mediante su retencion en una fase sdlida y posterior elucion con un

disolvente apropiado [Thurman, E. M., 1998; Bulletin 910, 1998; Colin, F. y Col., 2002; Solid phase extraction, 2002]
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Los mecanismos de retencién incluyen interacciones dipolo — dipolo, formaciéon de
puentes de hidrégeno, fuerzas de dispersion hidréfoba e interacciones electrostaticas

(i6nicas), lo cual dependera de la composicion de la fase soélida utilizada.

Los materiales utilizados en la extraccion en fase sélida se presentan en los formatos de

discos, cartuchos y jeringas.

Los cartuchos y las jeringas se construyen de polipropileno, el material adsorbente
estara contenido entre dos fibras de polipropileno o polietileno. Los discos se construyen
introduciendo pequefas particulas de adsorbente (8 a 12 ym de diametro), en una
matriz inerte de fibras de politetrafluoroetileno (PTEE) o de fibra de vidrio. Los discos
estan disponibles en diferentes diametros, desde 4 hasta 90 mm, el tamafno considerado
estandar es de 47 mm. En las jeringas el volumen varia entre 1 y 25 mL y esto puede

contener de 50 mg a 10 g de adsorbente, [Muman. E- M. 199]

Las etapas de trabajo de la extraccion en fase solida se detallan a continuacion y se

muestran en la figura 2. [Thuman. €. M., 1998].

Pretratamiento de la muestra (si_es necesario): consiste en una simple dilucion para

reducir la viscosidad, o ajustar pH y asi favorece uno u otro mecanismo de retencion,

someter la muestra a un proceso de filtracion para eliminar particulas sélidas, etc.

Acondicionamiento de la fase sélida: es importante especialmente, cuando se usan

fases de baja polaridad. Consiste en humedecer la fase sdélida con un disolvente
organico, para crear una interfase que facilite la interaccion de los analitos, contenidos
en una matriz polar con el adsorbente. Para el acondicionamiento se recomienda utilizar

alrededor de 1 mL de disolvente por cada 100 mg de adsorbente.

Paso de la muestra a través de la fase sdlida: Puede hacerse por gravedad, aplicando

presién o vacio, o por centrifugacion, esto depende del tiempo y del volumen de la

muestra.

La magnitud del flujo de muestra a través del adsorbente condiciona el tiempo de
interaccion entre éste y el analito por lo tanto, el flujo tiene una marcada influencia sobre
la eficiencia de la extraccion, lo que debera ser tenido en cuenta durante el desarrollo

del método.
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Lavado (elucién de interferencias): consiste en lavar la fase con agua o con otro

disolvente apropiado, para eliminar selectivamente componentes de la matriz que

pudieran interferir en el analisis posterior.

Elucidon de los analitos: una vez determinado el disolvente 6ptimo para eluir a los

analitos, los puntos importantes a controlar son el flujo y el volumen de elucién.

Ambos deberan ser optimizados durante el desarrollo del método, teniendo en cuenta el
mecanismo de retencion. Por ejemplo, se conoce que con fase de intercambio id6nico

debe usarse flujos mas bajos que con otras fases.

Respecto al volumen de elucion debera utilizarse una cantidad minima de disolvente
con el objetivo de alcanzar la maxima sensibilidad. En muchas ocasiones resulta mas

eficiente eluir en dos pasos con X/2 mL de disolvente que en uno con X mL.

Introduccidn

Acondicionamiento de la muestra
1 2
oEbg
g

Eliminacion de Elucién de los
interferencias analitos

&
&

[o]
DD
00|
a
o
0

G
HE

® = Analitos
=*o= Interferencias (2%

Figura 2. Proceso de extraccion en fase sélida

2.4.1.1. Aplicaciones de la extraccién en fase sdlida
La extraccion en fase solida, desde su surgimiento, es una técnica muy empleada en el
analisis de diversos componentes y generalmente se emplea combinada con técnicas

separativas como la cromatografia liquida y la cromatografia de gases. Ejemplo de estas

aplicaciones se muestran a continuacion.
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En plasma y orina, Isoherranen, N. y col. en el 2000 determinaron gentamicina aplicando
SPE relleno con silice y HPLC. lisoherranen. N.y col. 2000 \syas K. P,y col. en el 2000
utilizaron SPE con cartuchos SCX y cromatografia liquida con detector de
espectrometria de masas para la determinacion de Rizatriptan en orina. [V¥as: K ¥ col.. 2000]
En ese mismo afio Burke, A. y col. analizaron en plasma y orina el (2,3-dinor-5,6
dihidroisoprostano F2 a-lll) el cual es un producto de la oxidacién del acido y-linolénico y
un metabolito del isoprostano F2a-lll, para ello utilizaron SPE con cartuchos rellenos de
C-18 y finalmente cuantificacion por cromatografia de gases con espectrometria de

masas para la deteccion. [Burke: A-y col.. 2000]

En el 2001 Boos, K. y col. determinaron tramadol en plasma mediante SPE y HPLC con
detector fluorométrico y ultravioleta. [8°°S: K-¥ 0. 2000 £y plasma y orina Patrick, J.y col.
en el 2001, aplicaron SPE con C-18 como relleno para la determinacion de Ezetimibe y
cromatografia liquida con espectrometria de masas para la deteccion, obtuvieron limites
de cuantificacién (LOQ) = 1,00 - 5,02 ng/mL. [Patrick J.y col. 2000 b fresme, CH. y col. en el
2001 analizaron sulfentanil en plasma mediante SPE con cartuchos MCX vy finalmente

cuantificacion por cromatografia de gases con espectrometria de masas para la
deteccion [Dufresme, CH. y col. ,2001]

Kim, I. 'y col. en el 2002 utilizaron SPE y cromatografia de gases con detector de
espectrometria de masas para la determinacion de codeina en saliva y plasma

[Kim, 1.y col. 2002] hams, R.y Huestes, M. en el 2003 determinaron morfina en

humano.
plasma utilizando SPE y HPLC. [Pams: R,y Huestes, M. .2003] £y o] 2004 Lagerstedt, S. y col.
analizaron en plasma dos componentes, metanephrine y normetanephrine, para ello

aplicaron SPE y cromatografia liquida con espectrometria de masas para la deteccion.
[Lagerstedt, S. y col., 2004]

En el 2005 Pereda, D.y col. utilizaron cartuchos Absorbex RP-18 para le extraccion de
pentoxifilina en plasma y para la identificacibon emplearon HPLC con detector
ultravioleta. [Pereda. D-y col. 20081 Fry 56 mismo afio Di Marco, A. y col. determinaron
glucuronosil transferasa en microsomas mediante SPE y HPLC y la deteccion se llevo
a cabo con espectrometria de masas. D' Marco. Ay col 20051 o] 2005 Maurer, H.
determiné en sangre, plasma y fluidos orales diferentes tipos de drogas dentro de ellas
anfetaminas, benzodiacepinas, anticonvulsivantes, opioides, serotosinérgicos,

neurolépticos y antidiabéticos, mediante SPE rellena con C-18 y cromatografia liquida
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con detector espectrofotométrico de masas. Maurer: H. v col. 20051 Apgesley, T.y col. en el
2005 usaron la combinacién de SPE con cartuchos (Varian) y HPLC para la
determinacion del acido micofendlico glucurénico en suero. [Aneestey. Ty col. 20081 £y o] 2005
Sobol, E. y col. emplearon la combinaciéon de SPE con relleno C-18 y cromatografia
liquida acoplada a un detector de espectrometria de masas para la determinacion de 2,

2, 3,3-tetrametilciclopropano carbonil urea en orina y plasma. [5°P°" E ¥ col. 2003]

Gallardo, C. en el 2006 determiné en plasma glibenclamida y ketoconazol usando SPE
con cartuchos rellenos de C-8, marca Waters, modelo Oasis y para la identificacion y
cuantificacion de los analitos utilizdé HPLC con detector fluorométrico y obtuvo por

cientos de recuperacion de 84 %y 70 %, respectivamente. [Gallarde. C.. 2006]

Otros autores como Li, X. y col. en ese mismo afo determinaron glibenclamida en
plasma de rata pero solo utilizaron HPLC con detector fluorométrico, con % de
recuperacion de 87 % y limite de cuantificacion (LOQ) de 2,0 ng/mL para la
glibenclamida. - % ¥ ¢ 20081 Efy o] 2006 Yao, J.y col. determinaron tres compuestos
(triptolite, wilforlide y triptonide) en plasma humano, para ello emplearon la combinacion
de SPE con HPLC y detector de espectrometria de masas, obtuvieron limites de

cuantificacion (LOQ) de 0,25; 0,40 y 0,35 ng/mL respectivamente. [¥2%: /- ¥ ol 20061

Charles, F. y col. en el 2006 emplearon SPE para la determinacién de nicotina en orina
y saliva, para la cuantificacion e identificacién del analito emplearon, para el caso de la
saliva, cromatografia gaseosa y detector de ionizacidon por llama; para el caso de la
orina emplearon cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas,

reduciendo de esta forma el esfuerzo y el tiempo empleado. [Chanes: F-y col., 2006]

Dorani, H. y col. en el 2007 determinaron cuatro antibiéticos en plasma (melagatran,
ximelagatran, azitromicina y cefuroxime) utilizando SPE con cartuchos rellenos de C-18
marca Hypersil y cromatografia liquida con detector de espectrometria de masas,
obtuvieron limites de cuantificacion (LOQ) de 10 ng/mL para los cuatro antibioticos.
[Dorani, H.y col., 2007l Haschke, M.y col. en el 2007 determinaron en plasma y orina humano
15-F2t Isoprostane usando la combinacién SPE con adsorbente C-18 y HPLC con
espectrometria de masas para la deteccion, con limite de cuantificacion 0,025 ng/mL en
ambas matrices bioldgicas. [Hasehke: M-y col. 2007 parg |5 separacion de Isoprostane en orina
Zhang, B. y col. en el afio 2007 usaron cartuchos MCX y HLB Oasis, obteniéndose

mejores resultados con los de HLB Oasis y para la cuantificacion e identificacion del
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analito se empled cromatografia liquida acoplada a un detector de espectrometria de

masas. [Zhang, B. y col., 2007]

Person, E.y col. en el 2007 determinaron acidos en fluido intestinal, para ello utilizaron
la SPE con dos tipos de relleno C-18 y silice y la cuantificacion e identificacion se llevo
a cabo con HPLC. [Persen E.y col. 2007 £y o] 2008 Abraim, A.y col. emplearon cartuchos
rellenos con C-18 para la SPE y el HPLC con detector ultravioleta (UV) para la

cuantificacion del verapamilo en plasma humano. [Abraim Ay col., 2008]

2.5. Fundamento tedrico de la técnica analitica Espectrofotometria Ultravioleta-
Visible [Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; www.ferber.hpg.ig.com; web2.senasica.sagarpa.gob.mx]

Es conocido que al hacer incidir energia radiante sobre una especie molecular, esta
absorbe energia de la radiacion s6lo en regiones especificas del espectro, donde la
radiaciéon tiene la energia requerida para provocar cambios en los niveles electrénicos
para los electrones de valencia, trayendo como resultado una transicion electrénica.
Esta energia puede ser cuantificada, lo que conduce a una banda de absorcion a la
longitud de onda de la energia involucrada. Este fendbmeno, de forma general, constituye
el basamento de la espectroscopia ultravioleta-visible. Las principales caracteristicas de

una banda de absorcién son: posicién, intensidad y forma.

La posicion viene dada por la longitud de onda de la radiacién cuya energia es la
requerida para la transiciéon electrénica. La intensidad de absorcion de una banda puede
expresarse como la absortividad molar en el maximo (Emax) y depende de la probabilidad

de interaccion entre los fotones de la radiacién y el sistema electrénico de la molécula.

La forma de la banda depende del numero e intensidad relativa de los componentes
vibracionales de una transicion electrénica. [Perez - 1985: Siverstein, RM. 19771 | o9 disolventes
utilizados en técnicas analiticas que aplican la espectroscopia ultravioleta deben ser los
apropiados tanto por su alto nivel de pureza, como por su transparencia en la zona de
trabajo y sus posibles efectos en el sistema absorbente. La naturaleza del disolvente
influye en la posicion de los maximos de absorcion. Es necesario emplear disolventes

idénticos cuando se comparan espectros de absorcion para fines de identificacion.

El cumplimiento de la ley de Lambert-Beer, es la base de los métodos de analisis
cuantitativo, la cual establece que la fracciéon de la luz incidente que se absorbe por una
muestra, es proporcional al nimero de moléculas encontradas en su camino, o sea, si la

sustancia esta disuelta en un disolvente, la absorcidén de la solucion sera proporcional a
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la concentracion molar del soluto, siempre que el disolvente no presente absorcion en la

misma zona. [Férez C.. 1985]

A=log(l,/1)=scl

(1)

Donde:

¢ : Coeficiente de absorcion (absortividad).
c: Concentracion.

I: Espesor de la cubeta.

Si ¢ se expresa en mol/lL y | en cm, el coeficiente de absorcidon se convierte en
coeficiente de extincion molar (absortividad molar). La intensidad de absorcion se
expresa generalmente en funcibn de ¢ y la mayoria de las aplicaciones en

espectrofotometria se basan en la ecuaciéon antes mencionada.

El comportamiento de una sustancia respecto a la ley de Lambert-Beer debe

comprobarse construyendo un grafico de concentracion contra absorbancia.

En ocasiones muchos sistemas varian su absorbancia en forma no lineal a altas
concentraciones, ocurriendo desviaciones positivas y negativas de la ley; no es
imprescindible que el sistema cumpla estrictamente la ley para poder usarse en el

andlisis, pues puede utilizarse sélo en el intervalo de concentracion en que se cumpla.

Hoy en dia no se acepta como regla espectrofotométrica la validez de esta ley para
ningun sistema, si no ha sido previamente comprobada. Cuando se desarrolla un
meétodo espectrofotométrico para la determinacién cuantitativa de una sustancia se debe
comprobar la validez de dicha ley para el disolvente empleado y en el intervalo completo

de concentraciones en el que se va a trabajar.

La espectroscopia UV-VIS es una extension de la colorimetria, ya que permite
determinar la absorcion de luz en una muestra, en el intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 190 y 700 nm. Para la determinacién en la regidén ultravioleta es

necesario emplear portamuestras de cuarzo que no absorbe en esta zona del espectro.

[www.chemendia.com;]
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2.6. Técnicas analiticas cromatograficas empleadas en la determinacion de
farmacos en matrices biolégicas

2 6 1 Generalidad es de Ia Cromatografl'a [Rubinson, K.A & Rubinson, J.F., 2001, Plummer, D. T.1981 & Crandall, G.
D. 1983]

La cromatografia es un método fisico para separar e identificar compuestos. Se basa en
que cualquier sustancia, al ser disuelta en dos disolventes distintos no miscibles, se
reparte entre ambos con arreglo a su solubilidad. La relacién entre las solubilidades de

dicha sustancia en cada uno de los disolventes se denomina Coeficiente de Reparto.

Si uno de los disolventes se mantiene fijo (Fase Estacionaria) se puede hacer desplazar
el otro disolvente (Fase Movil) sobre el primero. Las sustancias a cromatografiar se
veran sometidas a una distribucién entre las fases estacionaria y mévil de modo que las
mas solubles en la fase moévil avanzaran mas que las que sean retenidas por la fase

estacionaria.

En la actualidad es posible detectar los componentes separados midiendo los cambios
que se producen en una serie de diferentes propiedades fisicas o quimicas: conduccion
de corriente eléctrica, absorcién de luz y habilidad para conducir el calor, por citar solo

algunos ejemplos. Para esto se utiliza el detector.

El detector registra los cambios que se producen en alguna propiedad del eluyente que
pasa por él. (El cambio sucede a medida que cada componente llega, fluye a través de
la columna y pasa por el detector). Estos cambios son producidos en forma de grafica
observandose la aparicion de una serie de picos a lo largo del tiempo. Esta grafica que

recoge la respuesta del detector en funcion del tiempo se denomina cromatograma.
2.6.2. Cromatografia de gases (GC) [¢¢ R 2002 Rubinson, KA, 20001]

En la figura 3 se observa el esquema de un cromatografo de gases.

Aylen Hernandez Garcia. 12

Determinacion de G-1 en plasma humano empleando SPE y GC-ECD.



Revision Bibliogréafica

Gas Chromatograph
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Figura 3. Esquema de un cromatografo de gases.

La cromatografia de gases es un método fisico de separacion en el que la fase movil es
un gas; comunmente se emplean el Helio y Nitrégeno, mientras que la fase estacionaria,
contenida en una columna, es un sélido o un liquido impregnado en un soporte solido
inerte, o una pelicula liquida que recubre uniformemente las paredes de la columna, en

ella se produce la separacién de los solutos.

Cuando la fase estacionaria es de baja polaridad la separacion se produce en base a la
volatilidad relativa de los compuestos, la cual estd en funcién de la temperatura de
ebullicibn y esta a su vez estda en correspondencia con la masa molecular y la
distribucion espacial de la molécula. Para la obtencién del cromatograma se hace
indispensable la utilizacion de detectores. Dentro de ellos uno de los mas utilizados vy el

de interés en este trabajo es el de captura electrénica.

El detector de captura electronica consiste en una cavidad que contienen dos electrodos
y una fuente de radiacion. Las colisiones entre los electrones (emision B) emitidos por la
fuente de ®Ni o °H y el gas portador (metano mas argén o mas nitrégeno), producen un
plasma que contienen electrones e iones positivos y estos electrones son atraidos hacia
el anodo. Cuando pasa por el detector un compuesto que contiene atomos
electronegativos, algunos de los electrones seran capturados, produciendo iones
negativos y la corriente de electrones hacia el anodo disminuira. El primer detector de
captura electrénica utilizaba una fuente de CC con un potencial constante, pero los
instrumentos modernos utilizan pequefios pulsos para atraer a los electrones. Estos
pulsos son lo suficientemente largos como para recoger los electrones mas moviles,
pero no los iones mas pesados y lentos. Este método produce una distribucion mas
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uniforme de iones en plasma, lo que por otro lado, desencadena una respuesta mas
estable y un intervalo lineal mayor. La manera mas normal de utilizar estos pulsos es
definir una corriente constante que se mantenga y después un circuito de realimentacion

ajusta la frecuencia de los pulsos para mantener la corriente deseada. [5k°°9: D- & Leary. J.

1994]

2.7. Determinacion de los parametros de desempefio de los métodos analiticos
[Castro, M., 1989; Calefia, A.C., 1990; ICH., 2005; Reg. 41CECMED, 2007]

Validacion de los métodos analiticos: La validacion de los métodos analiticos utilizados

en la actividades de control desempefa un papel determinante pues de ellos depende la
comprobacioén confiable y reproducible de los indices de calidad de las materias primas
y productos, lo cual contribuye notablemente al aseguramiento de la calidad, seguridad

y eficiencia de los mismos.

Existen caracteristicas de funcionamiento que definen la aptitud de un método analitico

para el uso al que se destina. Dichas caracteristicas son las siguientes.

Caracteristicas de practicabilidad: Son las que deciden si el procedimiento analitico es

facil o dificilmente realizable en la practica. Los parametros de practicabilidad se evaluan
en la fase de desarrollo del método analitico: tiempo, coste, tamafio de la muestra,
calificaciéon del personal, tipo de equipo e instrumentacién, condiciones de seguridad,

etc.

Caracteristicas de _idoneidad: Son el conjunto de parametros que garantizan que el

sistema responde, en el momento del analisis, a los requisitos fijados en la validacion
del método. La idoneidad verifica el buen funcionamiento del sistema (instrumento y

método) en el momento de su uso.

Caracteristicas _de fiabilidad: Son las que demuestran la capacidad de un método

analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de validacion.
Los parametros que expresan la fiabilidad de los métodos analiticos son: linealidad,
exactitud, precision, limite de deteccion y cuantificacion y selectividad.

271 Linealidad [ICH., 2005; Reg. 41CECMED, 2007; Fernandez, A.; 1996]

Este estudio se efectuara tanto sobre soluciones patron de analito como sobre

muestras problemas que contengan concentraciones crecientes del analito.
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Los estudios de linealidad responderan a disefios similares a los que se describen a

continuacion:

a) El ensayo se puede efectuar tanto con material de referencia del analito, como con
muestras problemas que contengan concentraciones crecientes de analito que cubran el
intervalo del método. Cuando se trata de la valoracién de una materia prima se
analizaran de 3 a 5 disoluciones patron en un intervalo de concentraciones entre 80 y
120 % de la concentracion tedrica. Cuando se trata de la valoracion del principio activo
en un producto terminado se analizaran entre 5 y 7 disoluciones patron en un intervalo
de concentraciones entre 50 y 150 % de la concentracion tedrica del principio activo en

la muestra. En los dos casos el analisis se realizara como minimo por triplicado

b) Se evaluaran los datos estadisticamente a fin de verificar la linealidad y

proporcionalidad segun se describe a continuacion:

» Significacion de la regresion: Se determinara el coeficiente de correlacion (debe ser =

0.990) y el de determinacion (valores superiores a 0.98).

» Verificacion de linealidad: Se efectuara por determinacion del CV de los factores de
respuesta (cociente respuesta / concentracion), el cual no sera superior al 5%.

También se evaluara la varianza de la pendiente de la linea de regresién.

» Verificacion de proporcionalidad: Los resultados de este ensayo deberan incluir el 0

para el grado de probabilidad definido.

» Prueba de falta de ajuste: Se implementara para demostrar que los valores se
ajustan a una linea recta.

2 7.2 Precisién [CH- 2005; Reg. 41CECMED, 2007]

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre una
serie de mediciones obtenidas a partir de la misma muestra homogénea bajo las

condiciones prescritas.

Debe investigarse la precision utiizando muestras homogéneas, auténticas. Sin
embargo, si no es posible obtener una muestra homogénea se emplean muestras

artificialmente preparadas o una disolucién de la muestra.

La determinacion de la precision se realizara a 3 niveles, siempre que proceda:

intraensayo (repetibilidad), interensayo (precision intermedia) e interlaboratorios
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(reproducibilidad). Las muestras a incluir en este estudio seran lotes de produccion

(muestras reales).

a) Evaluacion de la repetibilidad: (1) se utilizaran 2 o mas concentraciones de una
muestra homogénea, las cuales seran analizadas 6 veces como minimo en una misma
corrida, (2) se prepararan muestras de 3 concentraciones diferentes, una inferior, media
y superior del intervalo especificado y realizar 3 replicas de cada una o (3) realizar un

minimo de 6 determinaciones a la concentracion del 100 %.

b) Evaluacion de la precisién intermedia: Se implementara un disefio donde se
evaluaran 3 concentraciones de una muestra (como minimo) en duplicado, por al menos
2 analistas en 3 dias diferentes. Se recomienda, siempre que sea posible, que cada

analista emplee instrumentos y materiales diferentes.

c) Evaluacion de la reproducibilidad: Se implementara en forma de estudio

interlaboratorio. Se evaluaran de 3 a 5 muestras (en un esquema de 2 a 4
concentraciones por muestra) por duplicado, involucrando diferentes analistas, reactivos
e instrumentos en cada laboratorio. Las muestras se analizardn en 6 ensayos

independientes como minimo.
2.7.3. Especificidad [ICH- 2005: Reg. 41CECMED, 2007]

La especificidad es la capacidad de un método analitico de detectar inequivocamente el
analito en presencia de compuestos que pueden estar presentes en la muestra

(impurezas, productos de degradacion, componentes de la matriz, etc.).

Esto implica en ensayos de identificacién asegurar la identidad del analito en cuestion y
en ensayos cuantitativos asegurar que todo el procedimiento analitico ejecutado brinda

una respuesta exacta del contenido del analito en la muestra.

La tendencia mayoritaria es la utilizacion de métodos relativamente especificos
(cromatografia liquida y de gases) en los que la presencia de otros componentes tienen

escasa influencia en los resultados.

La especificidad de un método analitico se determina comparando los resultados del
analisis de muestras conteniendo impurezas, productos de degradacién, sustancias
relacionadas o excipientes con los resultados del analisis de muestras que no contienen

dichas sustancias.

Aylen Hernandez Garcia. 16

Determinacion de G-1 en plasma humano empleando SPE y GC-ECD.



Revision Bibliogréafica

La evaluacion de la especificidad, en funcién de las caracteristicas de los métodos de

ensayo, debera estar dirigida a los siguientes aspectos:

a) ldentidad: Se demostrara que el método es capaz de identificar el principio activo en

presencia de otras sustancias.

b) Pureza: Se demostrara que el método permite una evaluacién cualitativa o

cuantitativa de las impurezas especificas.

c) Determinacion cuantitativa de un componente (o para ensayos de actividad): Se
asegurara que la senal medida por el método analitico corresponde exclusivamente al

analito sin interferencias de excipientes, productos de degradacion y/o impurezas.

2 7.4. Exactitud [ICH., 2005; Reg. 41CECMED, 2007].

La determinacion de la exactitud debera realizarse por estudios de adicién y
recuperacion de cantidades conocidas de muestras de referencia o patrones a
excipientes a fin de comparar el valor medido experimentalmente (observado) con el

valor real (esperado).

La determinacion de este parametro podra realizarse por algunos de los siguientes

métodos:

a) Analisis repetido de una muestra de concentracion conocida: Se realizara por adicion

de una concentracion conocida de un analito o patron a un placebo. Deberan
implementarse entre 6 y 10 ensayos y se calculara el porciento de recuperacion. Se

implementaran pruebas de significacion apropiadas.

b) Analisis repetidos de muestras de concentraciones conocidas diferentes: Se seguira

un disefio similar al anterior. Se utilizaran 3 concentraciones como minimo (intervalo
alto, medio y bajo) y se realizaran los analisis por triplicado. En este tipo de estudio, se

evaluara la influencia del factor concentracion.

c) Método de adicion de patrén: Se tomaran alicuotas de una muestra a las que se

afaden cantidades conocidas de un patron, dejando una alicuota como control de
muestra. Dichas muestras se analizaran en paralelo por triplicado y se evaluaran contra
una curva de -calibracion preparada con soluciones patrones. Se calculara la
recuperacion como medida de exactitud y su significacion por pruebas estadisticas

apropiadas.
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d) Comparacion con otro método validado: Podra implementarse a concentracion unica

o en un intervalo de 2 a 4 concentraciones diferentes. En cualquier caso se analizaran
las muestras 6 veces como minimo. Se implementaran pruebas de significacion

apropiadas.

Para que la evaluacion de la exactitud se considere satisfactoria, no existiran diferencias
significativas entre los valores obtenidos experimentalmente y los valores verdaderos.

Si esta diferencia es pequeiia, la exactitud es buena. [c3sto: M- 1989; Calpena, A.C., 1990; Fernandez,

A 19%1 | 3 falta de exactitud puede ser por exceso o por defecto. Las desviaciones por
exceso pueden ocurrir cuando existen interferencias analiticas y la selectividad del
meétodo no es adecuada. En este caso deberia modificarse el método para hacerlo mas
efectivo. Las desviaciones por defecto suelen darse en métodos muy laboriosos, con
varias fases, extracciones, purificaciones, etc. que se traducen inevitablemente en una
disminucién de la recuperacién.

2.7.5. Limite de deteccién y de cuantificacign ['CH- 2005 Reg. 41CECMED, 2007.]

Limite de cuantificaciéon: Cantidad mas baja de analito que puede medirse

cuantitativamente en una muestra con exactitud y precision aceptables.

Limite de deteccion: Cantidad mas baja de analito que puede detectarse, pero no

necesariamente cuantificarse, como una concentracion o cantidad exacta.

La evaluacion de ambos parametros puede efectuarse y responder a los siguientes

disenos, entre otros:

a) Relacion sefial ruido: Se comparara la respuesta del blanco (matriz sin analito) con

las muestras que contienen pequenas cantidades de analito adicionadas al blanco.
Debera obtenerse el nivel medio de ruido del blanco y se multiplicara por 2 6 3 para el
limite de deteccion o por 6 610 para el de cuantificacion. Posteriormente se compararan
estos valores con las respuestas de las series blanco + analito y se hallara la

concentracion de analito que corresponda al valor de la sefial.

b) Estudio de la menor cantidad detectable: Muy recomendado para cromatografia de
capa delgada en la deteccion de impurezas y/o productos de degradacion en
ingredientes farmacéuticos activos (IFA). Se determinara la carga maxima de IFA que se
separa correctamente en las condiciones cromatograficas establecidas, vy
posteriormente se prepararan diluciones constantes de este IFA (a una concentracion ya
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evaluada) mas cantidades decrecientes del analito a estudiar. El limite de deteccion se
calculara a partir de la dilucién en que no sea posible distinguir entre la respuesta del
analito y la del blanco. El resultado se expresara en valor absoluto o en porciento (con

respecto a la carga maxima).

c) Por estimacion: El limite de deteccion y el de cuantificacién podran extrapolarse del

valor de la ordenada en el origen (en unidades de concentracién), de la recta del ensayo
de linealidad o por analisis repetido del blanco de la muestra. En todos los casos se
aplicaran calculos matematicos para estimar ambos limites y estos seran verificados
mediante el analisis de muestras que contengan el analito en concentraciones iguales o

aproximadas a los limites estimados.

Tanto el limite de deteccidén como el de cuantificacion son valores numéricos. No se
aceptaran como especificaciones indices cualitativos como “no presencia o ausencia del

analito” o la expresion “no contiene”.
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Materiales y Métodos

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Equipamiento

>

>

>

Balanza analitica Sartorius CP 225 D, d = 0,01 mg (80 g) 0,1 mg (220 g).
Estufa HS62A regulada a 70 °C.

Cromatégrafo de Gases DANI GC1000, con inyector split/splitless, detector de
captura electronica y columna capilar VB-5 (5% Fenil) metilpolisiloxano, Valcobond
®, de 30 m de longitud, 0,53 mm de didmetro interno y 1,5 micras de espesor de

pelicula de fase estacionaria.

Generador de Nitrogeno (fase movil). Domnick hunter, (Dukesway, Team Valley

Trading Estate, England), presion maxima: 145 psi.

Espectrofotometro UV-VIS Single Beam Scanning UV/Visible Camspec, M501.

3.2. Reactivos

» G-1 muestra de referencia, lote 03-3-34 (Anexo 1) y G-1 lote 03-3-13 (Anexo 2).
Suministrados por el Laboratorio de Control de la Calidad del Centro de Bioactivos
Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas

» Plasma humano. Suministrado por el Banco de Sangre Provincial de Villa Clara
(Anexo 3).

» Fase estacionaria C-8 (endcaped). Tamafo de particula 0,015 mm — 0,035 mm,
Fluka.

» Silicagel. Tamafio de particula 0,015 mm — 0,04 mm, Merck.

» Acetonitrilo para HPLC.

» Agua destilada y desionizada.

» Benzoato de bencilo p.a., Merck.

» Etanol clase A

» n-hexano para cromatografia, Merck.

» Ninhidrina p.a., Merck.
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3.3. Materiales

Jeringuillas plasticas de 5,0 mL.

Viales plasticos tipo eppendorf con tapa, de 1,5 mL.
Matraces aforados de 10 mL con tapa de vidrio.

Microjeringuillas Hamilton de 10 pL.

YV V VvV VY VY

Tubos de ensayos vidrio de 3, 5 mL, con tapa de teflon.
» Material de uso habitual en el laboratorio.

3.4. Evaluacion de las variables experimentales que influyen en la extraccion en

fase solida

Se utilizaron cartuchos de extraccion confeccionados en el laboratorio en jeringuillas

plasticas de 5 mL de capacidad, con una masa de 500 mg de la fase sélida.

Las disoluciones de trabajo utilizadas en los diferentes ensayos se prepararon a partir de
una disolucion inicial de G-1 en acetonitrilo: agua (80:20 V/V) de concentracién 1000

mg/L.
3.4.1. Seleccién del adsorbente (fase solida)

Teniendo en cuenta las caracteristicas de polaridad (media-baja) de la molécula de G-1,
se ensayo la utilizacion de dos adsorbentes de uso comdn como son la silicagel y la fase

enlazada C-8.

Para comparar la capacidad de retenciéon de G-1 de ambas fases, se procesaron en
paralelo diferentes volimenes de agua (10, 15 y 20 mL) conteniendo una cantidad
constante de G-1 (0,1 mg) que fueron extraidas tanto en fase C-8 como en silicagel.
Posteriormente cada cartucho se eluy6 con 2 x 4 mL de acetonitrilo y el extracto se llevo

a un volumen de 10 mL con acetonitrilo.

Se determind la concentracion de G-1 en cada extracto mediante una técnica

espectrofotométrica desarrollada y validada en el Laboratorio de Control de Calidad del
CBQ) [PNO. CBQ, 2005]

3.4.2. Volumen de rotura

Con vistas a determinar si bajo las condiciones de trabajo empleadas se alcanza el

volumen de rotura del cartucho (limite maximo para el volumen de muestra a extraer), se
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procesaron muestras de agua de 10, 15y 20 mL, conteniendo cada una 100 pg de G-1.
Posteriormente cada cartucho se eluyd con 2 x 4 mL de acetonitrilo y el extracto se

enras6 en 10 mL con acetonitrilo.

Se determind la concentracion de G-1 en cada extracto mediante una técnica

espectrofotométrica desarrollada y validada en el Laboratorio de Control de Calidad del
CBQ) [PNO. CBQ, 2005]

3.4.3. Acondicionamiento del cartucho

Antes de la utilizacion de cada cartucho, es necesario someterlo a un proceso de
acondicionamiento para solvatar y equilibrar el material adsorbente a fin de crear una
interfase apropiada entre éste y la muestra, lo cual facilita la transferencia de los analitos

y favorece la reproducibilidad del proceso de retencion.

El acondicionamiento se realizé haciendo pasar por el cartucho, gota a gota, dos
volumenes de 2 mL de acetonitrilo, seguido de dos porciones de 2 mL de agua destilada.
En la siguiente figura se muestra el acoplamiento de la jeringuilla de polietileno al

extremo superior del cartucho utilizado para el acondicionamiento.

Una vez acondicionado el cartucho se utilizo sin dejarlo secar.

Jeringuilla ——»
]
Cartucho —»
=g

O

Figura 4. Montaje para el acondicionamiento del cartucho. Acoplamiento de la jeringa a la parte superior
del cartucho

3.4.4. Flujo de introduccion de la muestra en el cartucho de SPE

La muestra se introdujo en el cartucho a gravedad, acoplando una jeringa con terminal
Luer al cartucho de SPE. (Ver figura 4 en 3.4.3)
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3.4.5. Propiedades de la muestra

Para la extraccion de analitos contenidos en fluidos biol6gicos como el plasma, la
desproteinizacion es un requerimiento habitual. Para ello se utilizé acetonitrilo,
adicionando 1 mL a la muestra de plasma y posterior centrifugacion a 3000 r.p.m.
durante 10 min.

3.4.6. Lavado del cartucho (eliminacion de interferencias)

Como disolvente de lavado se utilizé agua destilada, con probada efectividad [Estez P

2008 para eluir las interferencias polares presentes en la matriz.

Para la determinacion del volumen 6ptimo de lavado, se procesaron dos muestras en
paralelo, lavando el cartucho con un volumen de 20 mL de agua destilada y colectando
fracciones sucesivas de 1 mL de esta disolucién de lavado en viales plasticos con tapa,
1,5 mL.

Posteriormente, a cada fraccion colectada se le afadio 0,5 mL de una disolucion de
ninhidrina al 2 % en etanol y los viales se colocaron en la estufa a 70 ° C por espacio de
media hora. La aparicién de una coloracién violeta confirmaria la elucion de proteinas

plasméticas en la fraccién de lavado [http://www.monografias.com/trabajos7/amin/amin2.sthml., Plummer, D.
T.1981 & Crandall, G. D. 1983].

3.4.7. Secado del cartucho previo a la elucion

El proceso de secado consistié en pasar una corriente de nitrogeno por el cartucho
durante 10 min.

3.4.8. Volumen de elucion

Como eluyente se seleccioné el n-hexano que es un disolvente de un poder de elucion
fuerte (con capacidad para eluir cuantitativamente al G-1 en un pequefio volumen).
Ademds, el n-hexano es un disolvente compatible con el método de deteccion por
captura electrénica que es el utilizado en el método cromatografico de determinacion de
G-1.

Para la determinacion del volumen de elucién 6ptimo se procesaron dos muestras en
paralelo y, una vez secado el cartucho, se procedié a eluir el analito con un volumen

total de 8 mL de n-hexano, colectando por separado cada mililitro del extracto.
Las fracciones sucesivas de dicho extracto se sometieron a analisis por el procedimiento
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de GC-ECD para determinar el contenido de G-1 en cada fraccion.
3.5. Técnica empleada para la determinacién de G-1 por GC-ECD [calve: A 2008]
Condiciones cromatogréficas:

Temperatura del horno: 200 °C.

Temperatura del inyector: 230 °C.

Temperatura del detector: 280 °C.

>

>

>

» Volumen de inyeccion: 1 pL.

» Estandar interno: benzoato de bencilo.
» Gas portador: nitrégeno.

>

Columna: fase estacionaria VB-5 (5 % fenil) metilpolisiloxano, 30 m de longitud, 0,53

mm de diametro interno, 1,50 um de espesor de capa.

3.6. Validacion del procedimiento de extraccion (SPE) y determinacién
cromatografica (GC-ECD) de G-1 en plasma

Los parametros de validacion estudiados fueron: linealidad, precision, exactitud,

especificidad y los limites de deteccion y cuantificacion.
3.6.1. Linealidad

Se realiz6é una curva de calibracion en el intervalo de concentraciones comprendido
entre 0,1 mg/L y 8 mg/L, con valores intermedios de 0,3; 0,5; 2; 4, 5y 6 mg/L en n-
hexano.

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales y siguiendo la metodologia ICH
[ICH. 2005] 5o determind la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion lineal (r), y se
realizaron los test de student para intercepto y pendiente asi como el Andlisis de
Varianza para comprobar la bondad de ajuste. Los criterios para la evaluacion de la
regresion lineal son:

» Ecuaciéndelarecta:y=ax+b
> Coeficiente de correlacion. r > 0,999
» T-test para el intercepto: tcal < ttab para a. = 0,05 y n-2 grados de libertad.

» T-test para la pendiente: tcal > ttab para a. = 0,05 y n-2 grados de libertad.
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» ANOVA para la bondad de ajuste: Fcal < Ftab (0,05 y ny, ny).
3.6.2. Precision
3.6.2.1. Repetibilidad instrumental

Se inyectaron 6 réplicas de una disolucion patron de G-1 a 2 mg/L con estandar interno
en n-hexano. Se calcul6 la media de la respuesta, la desviacion estandar y el coeficiente

de variacion.
3.6.2.2. Repetibilidad a diferentes niveles de concentracion

Se analizaron tres muestras a 1, 2 y 6 mg/L (nivel bajo, medio y alto de la curva de
calibracion) con tres réplicas en cada caso, siguiendo todos los pasos en la confeccion y
eluccion del cartucho. Se calcul6 el CV por grupo y el CV total. Se compararon las

varianzas entre los grupos mediante un andlisis de varianza.

Criterios de evaluacion: Si en el ANOVA Fcal<Ftab para =0,05y 2,6 grados de libertad,
puede concluirse que desde el punto de vista estadistico no hay diferencias significativas

entre las varianzas a los diferentes niveles de concentracion.
3.6.2.3. Precision intermedia

Se analizaron tres muestras a la concentracion de 2 mg/L en tres dias sucesivos,
siguiendo todos los pasos descritos en cuanto a extraccion y andlisis cromatografico. Se
calculo el coeficiente de variacion por dia y el global. Se compararon las medias y las

varianzas entre los grupos (dias).

Criterios de evaluacion: Si en el ANOVA Fcal < Ftab para o=0,05 y 2,6 grados de
libertad, puede concluirse que desde el punto de vista estadistico no hay diferencias

significativas entre los resultados obtenidos a los diferentes dias.
3.6.3. Exactitud

Se calcul6 el por ciento de recuperacion para una muestra de plasma humano, a la que
se adicion6 G-1 muestra de referencia a una concentracion de 2 mg/L, siguiendo todos

los pasos en cuanto a extraccion y andlisis cromatogréfico.
3.6.4. Especificidad

Para estudiar la especificidad se compararon cromatogramas de:
> Una disolucion de G-1, muestra de referencia
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» Muestras de plasma conteniendo G-1
» Blancos preparados con la matriz de las muestras sin adicién de G-1

» Muestra de plasma conteniendo G-1, expuesta durante 3 h a la luz natural del

laboratorio.

Se observd si aparecia algun pico adicional no suficientemente resuelto del pico

correspondiente al G-1.
3.6.5. Determinacion del limite de deteccion y cuantificacion

Se prepar6 un blanco con la misma composicion de las muestras estudiadas excepto en
lo referente a la adicién de G-1 y se siguieron todos los pasos en la confeccién y elucion

del cartucho.
Se realizaron tres inyecciones de este blanco por GC-ECD y se integraron los picos.

Para el célculo del limite de deteccion y cuantificacion se procedio segun:

(2)

Donde:

DL= limite de deteccion y QL = limite de cuantificacion.

K = constante > 3 (K = 3 para limite de deteccion y K = 10 para limite de cuantificacion).
S p = desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = pendiente de la recta de calibracion.

y p = media de la respuesta de los n blancos.

3.7. Procesamiento estadistico de los datos

Se utilizaron los programas Statgraphics Plus for Windows 4.1, Professional Version,
1999 y Microsoft® Office Excel 2003.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Generalidades

El desarrollo del procedimiento de determinaciéon de G-1 en plasma humano que aqui se
describe se hizo utilizando muestras preparadas en el laboratorio a base de plasma
humano suministrado por el Banco Provincial de Sangre (anexo 3) al que se hicieron
adiciones de determinadas cantidades de G-1, con vistas a simular el comportamiento
de muestras reales. A estos efectos el término “muestras reales” se refiere a aquellas
tomadas a animales de laboratorio a los que se haya administrado formulaciones con G-1
como principio activo.

El G-1 es un producto muy dificilmente soluble en agua (y por tanto, en plasma, que

contiene 96 % de agua) pero muy soluble en acetonitrilo P°re®: E-y ol 199311

por ello, para la
preparacion de las disoluciones de G-1 a incorporar al plasma fue necesario utilizar
pequeios volumenes de acetonitriio como co-solvente. EI volumen de acetonitrilo
utilizado en cada caso fue el minimo necesario para garantizar la solubilidad completa del

G-1 en medio acuoso.

Debido a la compleja composicion de la matriz - por la diversidad de especies que
potencialmente pueden estar presentes - y a la dificultad para predecir la concentracion
nominal de los farmacos en la muestra, debido a que los mismos, desde su
administracion, estan expuestos a los sistemas metabdlicos del organismo y a
potenciales efectos degradativos, los estudios de determinacién de farmacos en plasma y
otros fluidos bioldgicos tienen una alta complejidad. Todo esto hace necesario utilizar
procedimientos de extraccién con vistas a aislarlos y concentrarlos, asi como emplear

técnicas separativas, generalmente cromatograficas, para la determinacion analitica.

En la validacion de metodologias para la determinacion de analitos a muy bajas
concentraciones y que estan contenidos en matrices de naturaleza compleja, como es el
caso de la determinaciéon de G-1 en plasma humano, la evaluacién de la sensibilidad y
especificidad de las determinaciones cobra una importancia vital. Los parametros de
validacion estudiados en este trabajo fueron la linealidad, precision, exactitud,

especificidad y los limites de deteccion y cuantificacion.
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4.2. Evaluacion de las variables experimentales que influyen en la extraccién en
fase solida

4.2.1. Seleccion del adsorbente (fase soélida)

Este es un parametro basico para el desarrollo del método de extraccion. Debe
escogerse un adsorbente con elevada capacidad de retencion, es decir, capaz de
retener fuertemente, bajo condiciones 6ptimas, la maxima cantidad de analito por unidad

de masa de adsorbente.

Cuando se extraen analitos a bajas concentraciones, como es el caso de farmacos en
fluidos bioldgicos, la cantidad de analito presente generalmente no excede a la
capacidad del adsorbente. Sin embargo, los compuestos interferentes, presentes a altos
niveles en la matriz, son los que pueden saturar la capacidad de retencion del
adsorbente. De ahi la necesidad de someter este tipo de muestras a un proceso de

tratamiento (generalmente de desproteinizacion) previo a la introduccion en el cartucho.

La seleccion del adsorbente en el presente estudio se hizo determinando en paralelo la
retencion del G-1 en dos tipos de fases: cartuchos de silicagel (fase normal) y de fase
inversa RP C-8.

Como se ha descrito en Materiales y Métodos, se evaluaron tres volumenes de muestras
(10, 15y 20 mL) lo que cubre (e incluso supera) el intervalo habitual de tamafios de

muestra en los estudios de determinacion de farmacos en plasma.

El en siguiente grafico se comparan los resultados de la retencion del G-1 en ambas

90
80 -
70
60
50 | o Silicagel
40 4 mRP C-8
30 4
20 4
10 -
0 T T
10 15 20

Volumen de muestra (mL)

fases.

% Recup. de G-1

Figura 5. Comparacion de la capacidad de retencion de G-1 de las fases Silicagel y RP C-8.
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La escasa retencion del G-1 en la silicagel esta condicionada por la baja polaridad del
analito (que limita las posibilidades de establecer interacciones polares fuertes con la
silica) y también, por la naturaleza acuosa de la muestra. Es conocido que la retencion
de analitos por interacciones polares de sus grupos funcionales (por ejemplo, grupo nitro

del G-1) con los sitios activos de la silica se favorece en matrices no polares.

Sin embargo, como se aprecia en la figura, la fase inversa exhibe una elevada
capacidad de retencion de G-1. En la interaccion entre el analito y el material de fase
inversa intervienen tanto las fuerzas de van del Waals o de dispersion, como las
interacciones secundarias con el sustrato de silice (con grupos silanoles no enlazados

de la superficie).

En lo adelante, en base a estos resultados, la evaluacion del resto de las variables
experimentales que intervienen en la SPE se hizo utilizando cartuchos de fase inversa

RP C-8 conteniendo 500 mg del material adsorbente.
4.2.2.Volumen de rotura

Este es un parametro practico muy importante pues constituye el volumen de muestra a
partir del cual, el analito comienza a ser eluido del cartucho por efecto del propio paso de
la muestra, es decir, cuando se ha excedido la capacidad de retencién del mismo. Este
parametro limita el volumen maximo de muestra que puede ser usado en la SPE vy, por

tanto, el factor de preconcentracion que puede ser obtenido.

Sin embargo, los volumenes de muestra habituales en las determinaciones de farmacos
en plasma son relativamente pequefios, por lo que dificiimente se alcance el volumen de

rotura del cartucho.

En el presente estudio se hizo un disefio experimental similar al seguido en 4.2.1 pero
trabajando unicamente con cartuchos de fase inversa RP C-8, conteniendo 500 mg de
adsorbente. El procedimiento consistié en preconcentrar muestras de volumen creciente
(10, 15 y 20 mL), conteniendo todas las mismas masas de analito. De esta manera, la
cantidad de analito concentrado debe ser constante hasta que se alcance el volumen de

rotura, a partir del cual empieza a disminuir.

Segun los resultados obtenidos (ver figura 5 en 4.2.1), bajo las condiciones del estudio

no se alcanza el volumen de rotura del cartucho fase inversa RP C-8: la cantidad de G-1
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concentrado permanece constante para los diferentes volimenes de muestra. De este
resultado se deriva que es posible concentrar en este tipo de cartucho hasta 20 mL de
muestra (un volumen raramente alcanzado en estos estudios) sin que ocurra la “rotura”

del mismo.
4.2.3. Acondicionamiento del cartucho

El acondicionamiento del material adsorbente consiste en tratar previamente la fase con
un disolvente adecuado, pasando varias veces (2-3 veces) el volumen de fase. Este
acondicionamiento persigue el objetivo de incrementar la reproducibilidad de la retencién
de los analitos, asi como del flujo del paso de la muestra a través del cartucho. Ademas,
el acondicionamiento minimiza la posibilidad de contaminacién de los extractos con

impurezas de los adsorbentes.

Para el acondicionamiento del adsorbente utilizado en este estudio (cartucho RP-C8 con
volumen muerto de 1 mL) se hicieron pasar sucesivamente dos volumenes de 2 mL de
acetonitrilo que es uno de los disolventes mas adecuados para la solvatacion de los

materiales de fase inversa. [c®& R-2002]

Una vez solvatada la fase adsorbente, el exceso de disolvente es desplazado, previo a
la extraccion, por el disolvente utilizado para preparar la fase para recibir la muestra,
que en este caso fue agua destilada (dos volumenes de 2 mL). El agua destilada se

escogi6 considerando la naturaleza acuosa de la muestra de plasma.
4.2.4. Flujo de introduccion de la muestra en el cartucho de SPE

Este es un parametro importante debido a la variabilidad potencial en el
empaquetamiento de los cartuchos (posibilidad de existencia de “canales” en la columna
de material adsorbente). Este parametro también debe ser optimizado cuando el

volumen de muestra excede el volumen de rotura del cartucho.

Sin embargo, ante la limitacion instrumental para trabajar a flujos programados y
considerando los pequefios volumenes de muestra que normalmente se utilizan en las
determinaciones de farmacos en plasma, la muestra se introdujo en el cartucho a
gravedad (flujo de aproximadamente 0,03 mL/minuto), acoplando una jeringa con

terminal Luer al cartucho de SPE.
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4.2.5. Propiedades de la muestra

En muchas ocasiones, las caracteristicas particulares de las muestras condicionan el

comportamiento de determinadas variables experimentales en la SPE.

En el caso de los fluidos biolégicos, la desproteinizacion suele ser un requisito para
conseguir valores aceptables en la recuperacion de analitos de bajo peso molecular,
extraidos en cartuchos de fase inversa. Esto se debe a que los componentes de la
matriz, muchos de ellos presentes a concentraciones relativamente altas (como las
proteinas plasmaticas) pueden llegar a saturar la capacidad de retencion de la fase

so6lida, entorpeciendo la retencion de los analitos.

Para este estudio, previo a la extraccion, las muestras fueron sometidas a
desproteinizacién con acetonitrilo (1 mL) y posterior centrifugacion a 3000 rpm durante

10 min.
4.2.6. Lavado del cartucho

Al igual que los extractos de plantas y otras muestras de similar complejidad, los fluidos
bioldgicos frecuentemente necesitan de un paso de lavado del cartucho a fin de eliminar
interferencias enddégenas. Para ello se utilizan pequefios volumenes de disolventes de
poder de elucidn medio para eluir a los componentes de la matriz mientras los analitos

permanecen retenidos.

En estudio anteriores [F5¢vé P- 200681 5o habian ensayado diferentes disolventes de lavado
para cartuchos de Dispersion en Matriz Sélida (MSPD), obteniéndose los mejores

resultados con agua destilada.

Para confirmar este precedente y considerando que en SPE, como criterio tedrico, se
acepta que se ha escogido un disolvente de lavado adecuado cuando los analitos
retenidos no eluyen con el paso de un volumen igual a 20 veces el volumen muerto del

cartucho, se procedio de la siguiente forma:

1. Se calcul6 la recuperacion del G-1 desde cartuchos RP-C8 conteniendo 500 mg de
fase adsorbente que fueron sometidos a lavado con un volumen total de 20 mL de

agua destilada. El procesamiento simultaneo de dos muestras dio como resultado
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una recuperacion media de G-1 de 98,75 %, lo que confirma que el lavado con agua

destilada no provoca la elucion del analito.

2. Para la determinacién del volumen 6ptimo de lavado, se colectaron fracciones
sucesivas de 1 mL de las aguas de lavado en viales plasticos con tapa, de 1,5 mL de
capacidad. Estas fracciones fueron sometidas al ensayo de ninhidrina para
determinar la efectividad y el volumen necesario para eluir componentes de la matriz
como proteinas (aminoacidos, péptidos). Como resultado se obtuvo que la reaccion
fue positiva para las dos primeras fracciones, evidenciando presencia de dichos
compuestos, por lo que en el disefo global del proceso de extraccion se recomienda

desarrollar el lavado con dos fracciones de 2 mL de agua destilada.
4.2.7. Secado del cartucho previo ala elucion

En SPE, tiempos de secado (normalmente con corriente de nitrégeno) de entre uno y
cinco minutos son suficientes, en la mayoria de los casos, para eliminar todo el
disolvente de la muestra que quede atrapado en los poros de la fase sdlida. Un secado
excesivo puede conducir a bajas recuperaciones, por evaporacion de los analito o por

retencién en regiones poco solvatadas del adsorbente.

Para el caso objeto de estudio, la extraccion de muestras de naturaleza acuosa como el
plasma humano, el secado previo a la elucion de los analitos es un requisito
indispensable por cuanto la determinacién analitica se efectud por un procedimiento de
cromatografia de gases con detector de captura electrénica, el cual es incompatible con

la presencia en la muestra de especies con afinidad electrénica como el agua.

Por otra parte, y debido a la misma razén, la elucion del cartucho se hace con
disolventes carentes de heteroatomos (como el n-hexano), que son inmiscibles con el
agua, lo que también justifica la necesidad del secado con vistas a evitar la formacion de

emulsiones o sistemas de dos fases.

Como se ha descrito en Materiales y Métodos, previo a la elucion, los cartuchos fueron

sometidos a secado por 10 minutos en corriente de nitrégeno.
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4.2.8. Volumen de elucién

Con vistas a conseguir un factor de preconcentracion maximo debe utilizarse como
eluyente un disolvente con gran poder de elucién que desplace cuantitativamente al

analito desde el adsorbente, en un pequeio volumen.

Normalmente debe tratarse de un disolvente volatil y compatible con el sistema de
determinacién analitica, lo cual, en el presente estudio cobra una importancia vital por
cuanto aqui se utiliza un sistema de GC con detector de captura electronica, con
excelente sensibilidad para el G-1 pero que limita las opciones en cuanto al disolvente
del extracto. En estudios previos se habia ensayado el n-hexano para eluir cartuchos de
Dispersiéon en Matriz Sélida (MSPD) [Veldzavez. M. 20071 4 16 que constituyd la primera

eleccién debido a la similitud de este método con la SPE.

Ahora, con el objetivo de establecer el valor del volumen de elucién, se procedié a
determinar el contenido de G-1 en fracciones sucesivas de 1 mL del extracto obtenido al
eluir los cartuchos con n-hexano. El andlisis de las fracciones de hizo por el
procedimiento de GC-ECD.

60
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Figura 6. Determinacion del volumen de elucion de G-1, aplicando SPE con RP C-8 como adsorbente y
elucién con n-hexano.

Como se observa en la figura 6, con los 4 primeros mL de n-hexano se logra eluir
aproximadamente el 99 % del G-1 retenido en el cartucho. A partir de la fraccién 5, la
magnitud de la sefal correspondiente al G-1 en los cromatogramas esta en los

alrededores del minimo valor cuantificable, por lo que se concluye que 4 mL de n-
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hexano son suficientes para conseguir una elucion cuantitativa. De esta manera, en lo

adelante la elucion de los cartuchos se hizo con dos porciones de 2 mL de n-hexano.

4.3. Validacion del procedimiento de extraccion (SPE) y determinacion
cromatogréfica (GC-ECD) de G-1 en plasma

4.3.1. Linealidad

Los valores experimentales que corresponden a la curva de calibracion de G-1 en el
intervalo de 0,555 a 8,88 mg/L, asi como los pardmetros para evaluar la calidad de la

H [ICH.2005]

regresion, segun lo normado en metodologia IC , Se muestran en las tablas 1y

2, asi como en la figura 7.

Tabla 1. Valores experimentales obtenidos para la curva de calibracion de G-1 por GC-ECD.

Concentracion (mg/L) Rp1 Rp2
Estandar 1 0,555 0,2166 0,2297
Estandar 2 2,22 0,8210 0,8148
Estandar 3 444 1,5920 1,5565
Estandar 4 5,55 1,8904 1,9316
Estandar 5 6,66 2,3092 2,2956
Estandar 6 8,88 2,9907 3,0118

*Rp: relacion de respuestas (area del pico del patrén de G-1 dividido el area del pico del estandar interno)

3,20 -
2,70 -
2,20 1

& 1,70 |
1,20

0,70 ~

0,20 T T T
0,5 2,5 4,5 6,5 8,5 10,5

conc. mg/L

Figura 7. Curva de calibracion para G-1 por GC-ECD.
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Tabla 2. Parametros estadisticos de la recta de regresion de G-1 por GC-ECD.

Parametros Resultados
Ecuacionde larectay=ax+b Y=0,3341 X + 0,0637
Coeficiente de correlacion, r 2 0,999 r=0,9996

t-test para el intercepto: tcal < ttab para a=0,05 y n-2 grados de libertad  tcal: 4,277 ttab (0,05 ; 10): 2,571
t-test para la pendiente: tcal > ttab para a=0,05 y n-2 grados de libertad  tcal: 118,88 ttab (0,05 ; 10): 2,571

ANOVA para la bondad de ajuste: Fcal < Ftab para a=0,05 y n1, n-2 Fcal: 4,14  Ftab (0,05; 6,4): 4,53
grados de libertad

Finalmente, como se aprecia en la figura 8, la distribucién de los residuales es aleatoria,
con aproximadamente la misma cantidad de residuales positivos que negativos por lo

que se cumple la condicién de homogeneidad de varianzas.
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Figura 8. Distribucion de los residuales en la regresion.

En resumen, los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen
con los criterios de aceptacién correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en

el intervalo de concentraciones estudiado.
4.3.2. Precisién
4.3.2.1. Repetibilidad instrumental

La precision de un método analitico expresa la correspondencia entre una serie de
mediciones obtenidas por analisis multiples de una muestra homogénea. En el caso de

la “precision del sistema” o “precision instrumental”, se evalua solamente el error
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asociado a la medicién analitica y se determinada analizando repetidas veces una

misma muestra en un corto periodo de tiempo.

En cromatografia de gases, la repetibilidad del volumen de inyeccion es un factor critico
cuando se trabaja con instrumentos que carecen de sistema de inyeccién automatica.
Por tal razén es una practica habitual el uso de un estandar interno para corregir esos

errores relativos a la inyeccion.

En la siguiente tabla se exponen los resultados de 6 inyecciones sucesivas de una
disoluciéon de G-1 a 2 mg/L con benzoato de bencilo como estandar interno (volumen de

inyeccion, 1 uL).

Tabla 3. Resultados de la repetibilidad instrumental.

Inyeccion Respuesta (Rp) Variabilidad

Inyeccion 1 0,8396

Inyeccion 2 0,8642 Media: 0,85575

Inyeccion 3 0,8395 Desv, Estandar: 0,018392
Inyeccion 4 0,8880 Coef, de variacion: 2,15 %
Inyeccion 5 0,8484

Inyeccion 6 0,8548

*Rp: relacion de respuestas (area del pico del patron de G-1 dividido el area del pico del estandar interno)

La variabilidad de la respuesta, expresada como desviacion estandar relativa fue de
aproximadamente un 2 %, con una adecuada correspondencia entre las respuestas
obtenidas para las inyecciones repetidas. Dicho resultado demostré que con este
procedimiento es posible minimizar los errores potenciales asociados a la inyeccion
manual de las muestras y con ello conseguir la precision instrumental requerida. En
consecuencia, para todas las determinaciones realizadas en este trabajo, se sigue el
procedimiento de inyectar cada muestra por duplicado y utilizar para los calculos el valor

medio de la respuesta para ambas inyecciones.
4.3.2.2. Repetibilidad a diferentes niveles de concentracion

Segun las normativas ICH 2005 para la validacion de métodos analiticos, la repetibilidad

de un procedimiento debe ser demostrada con un minimo de 9 determinaciones,
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cubriendo el intervalo lineal especifico para el mismo (por ejemplo, tres réplicas a tres
niveles de concentracion) o un minimo de 6 determinaciones al nivel medio de

concentracion.

En la tabla 4 se exponen los resultados obtenidos del analisis de muestras de plasma a
tres niveles de concentracion (niveles bajo, medio y alto del intervalo lineal) con tres

réplicas en cada caso.

Tabla 4. Resultados de la repetibilidad a tres niveles de concentracion de G-1.

Conc1mg/L Conc2mg/L  Conc 6 mg/L

Resultado Réplica 1 1,03 mg/L 1,92 mg/L 5,79 mg/L
Resultado Réplica 2 0,96 mg/L 1,83 mg/L 5,85 mg/L
Resultado Réplica 3 0,97 mg/L 1,94 mg/L 5,77 mg/L
Media 0,99 mg/L 1,90 mg/L 5,80 mg/L
Desv, Estandar 0,04 0,198 0,04
Coef, de variacién 4,04 % 3,15 % 0,7 %

Segun los resultados del ANOVA, los grupos (niveles de concentracion) difieren
significativamente en cuanto a la media, lo cual es obvio por cuanto cada uno
corresponde a una concentracion diferente. Sin embargo, la variabilidad alrededor de la
media es similar en cada grupo (ver test de Cochran, Bartlett y Harttley), lo que confirma
(ver anexo 4) que el método es preciso a lo largo del intervalo de concentraciones
estudiado. Esto también concuerda con los valores de desviacién estandar relativa que
en cada grupo es inferior al 4%, muy por debajo de los limites admisibles para ensayos
bioanaliticos (CV<15 %). [FPA 2001]

4.3.2.3. Precision intermedia

La precision intermedia expresa la precision bajo la influencia de variaciones intra-

laboratorio, como por ejemplo, diferentes dias, analistas, instrumentos, etc.

La tabla 5 contiene los resultados obtenidos para el analisis de muestras de plasma
humano con adicién de G-1 a 2 mg/L, tres dias sucesivos y preparando tres réplicas

cada dia.
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Tabla 5. Resultados del estudio de la precision intermedia.

Muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3

Muestra 1 1,88 mg/L 1,92 mg/L 1,8 mg/L

Muestra 2 1,92 mg/L 1,83 mg/L 1,73 mg/L

Muestra 3 1,78 mg/L 1,94 mg/L 1,79 mg/L
Media 1,86 mg/L 1,90 mg/L 1,77 mg/L
Desv, estandar 0,07 0,06 0,04
CV “por dia” 3,76 % 3,16 % 2,26 %
CV “global” 4,03 %

Segun los resultados del analisis de varianza, las concentraciones medias determinadas
a los diferentes dias no son significativamente diferentes entre si, ya que la significacion

de la F de Fischer es mayor que 0,05. (Ver anexo 5)

Ademas, tanto los valores de desviacion estandar relativa (CV) para cada dia como la
cifra global, estan dentro de los limites admisibles para métodos bioanaliticos, en los que

se aceptan valores de CV que no excedan el 15 %. [FPA- 20011

4.3.3. Exactitud

El andlisis por triplicado de una muestra de plasma humano, a la que se adicioné G-1
muestra de referencia a una concentracion de 2 mg/L, arroj6 un porcentaje de

recuperacion medio de 94,5 %.
4.3.4. Especificidad

Para la evaluacién de la especificidad del procedimiento analitico se estudié la posible
influencia del eluyente, el material adsorbente, los componentes de la matriz asi como
de la potencial degradacion del G-1 por influencia del medio acuoso que constituye el

plasma.

A continuacion se exponen los cromatogramas registrados para el n-hexano utilizado en
la elucion de los cartuchos de SPE (figura 9) y el correspondiente a la disolucion

resultante del lavado de un cartucho RP C-8, con el mismo disolvente (figura 10).
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Figura 9. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de n-hexano puro.
Como puede apreciarse, ni el disolvente ni el material adsorbente contienen impurezas

capaces de originar sefales potencialmente interferentes durante el analisis del extracto

que se obtiene en el procesamiento de las muestras de plasma conteniendo G-1.
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Figura 10. Cromatograma correspondiente a la inyeccion de la disolucion de lavado de un cartucho RP C-
8 con n-hexano.
La figura 11 contiene el cromatograma correspondiente a un blanco (plasma sin adicion

de G-1) sometido al proceso de extraccion en fase sdlida y analizado segun el

procedimiento de GC-ECD descrito en este trabajo.
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Figura 11. Cromatograma de un blanco preparado con todos los componentes de la muestra, excepto el
analito (G-1).

En el intervalo alrededor del tiempo de retencién del G-1 (aproximadamente 4,7 minutos)
no aparecen senales debido a componentes del plasma que pudieran interferir en la
determinacion del G-1. No obstante, en la posicidon que se indica en el cromatograma,
aparece una sefial no cuantificable que, debido a su escasa intensidad, no se puede
distinguir con certeza del ruido (oscilaciones normales) de la linea base. Esto
aparentemente se debe a contaminacién con G-1 del material utilizado en la preparacion
de la muestra o en componentes del instrumento (por ejemplo, el septum y otras partes
del inyector) y que se hacen evidentes al utilizarse un sistema de deteccion tan sensible

como el de captura electrénica, con limite de deteccion para el G-1 en el orden de los
ug/L.

En la figura 12 se exhibe el cromatograma de una muestra de plasma conteniendo G-1

que se expuso por un tiempo de 3 horas a la luz natural. Se conoce que este factor

puede acelerar la degradacién de disoluciones acuosas de G-1. Melina R- & Rosado, A., 1994]
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Figura 12. Cromatograma de una muestra de plasma conteniendo G-1, expuesta durante 3 h a luz natural.
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Como se aprecia en el cromatograma, el pico del G-1 mantiene su simetria y no

aparecen otras sefales en las proximidades del mismo.

Del conjunto de resultados anteriores puede concluirse que el método de cromatografia
de gases utilizado en la determinacion del G-1 en muestras de plasma es especifico bajo

las condiciones descritas.
4.3.5. Determinacién del limite de deteccion y cuantificacion
El limite de deteccion y cuantificacion de G-1 bajo las condiciones especificadas es:

X +3S 0,0067 mg/L

Limite de deteccion: DL =

Limite de cuantificacion: QL = 0,017 mg/L

X +10S
b

A la significativa sensibilidad que se consigue con este procedimiento combinado de
SPE y GC-ECD contribuye tanto etapa de extraccion como el sistema de deteccion
empleado en el analisis cromatografico, que es el ideal para analitos que contienen

grupos electroatrayentes (ver estructura del G-1, figura 1, pagina 3).

Aylen Hernandez Garcia. 41

Determinacion de G-1 en plasma humano empleando SPE y GC-ECD.



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Se establecieron las condiciones de trabajo para la extraccion en fase sélida de G-1 a
partir de muestras plasma humano a través del estudio de las variables

experimentales que influyen en el proceso

2. El procedimiento para la extraccion de G-1 en muestras de plasma humano mediante
extraccion en fase sélida y determinacion por cromatografia de gases, con columna
capilar y deteccion por captura electrénica resultdé ser lineal en el intervalo de
concentraciones de 0,1 mg/L a 8 mg/L, preciso, exacto, especifico y sensible (DL =
0,0067 mg/Ly QL = 0,017 mg/L).
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6. RECOMENDACIONES

1. Aplicar el procedimiento de extracciébn en fase sélida y determinacion por
cromatografia de gases, con columna capilar y deteccién por captura electronica
a muestras reales obtenidas de animales de experimentacion, a los que se haya
administrado, por via sistémica, alguna formulacion de G-1.

2. Estudiar la utilidad de este procedimiento en el estudio de determinacion de G-1
en tejidos, 6rganos (higado) y otros fluidos biolégicos (orina) con vistas al estudio

farmacocinético de este producto.
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Anexos

Anexo 1. Certificado de calidad de la muestra de referencia de G-1

CBQ

Centro de Bioactivos Quimicos
Universidad Central de Las Villas
Carretera de Camajuani km 5%
Teléfonos: 281473 / 281254

FAX: 281130
Certificado de Calidad
Producto G-1 Fecha de Fabricacion: 03-07-14
Folio: -- Lote: 03-3-34
ENSAYOS RESULTADOS LIMITES

Caracteristicas Organolépticas

a) Aspecto Cumple Cristalino

b) Color Cumple Amarillo

c) Olor Cumple Caracteristico

Identificacion

a) Rango de Fusion - 89,0 °C -92,0 °C

b) Espectro UV-VIS Cumple Maximo a 389 nmy minimo a 300 nm

Pérdidas por Desecacion 0,06 No mas que 0,50 %

Residuo de Ignicion 0,03 No mas que 0,10 %

Metales Pesados Cumple No mas que 20 wg/g

Contenido de G-1 99,87 98,00 % - 102,00 %

Contenido de Monobromado -- No més que 1,00 %

Limite Microbiano Cumple No mas de:
UFC de Bacterias/g = 103
UFC de Hongos/g = 102
Ausencia de:
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriacene
Candida sp

Bibliografia: G-1 materia prima. Métodos de Control. CBQ.

OBSERVACIONES: Contenido de G-1, segun analisis por DSC.
Limite microbiano segiin NC 26-121:93 Medicamentos. Medicamentos no
estériles. Determinaciones microbioldgicas

Suministrado por:
Nombre Lic. Amalia Calvo Alonso
Cargo J” Control de la Calidad
Firma
Fecha 04-07-23
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Anexos

Anexo 2. Certificado de calidad del lote de G-1 empleado en el estudio.

CBQ

Centro de Bioactivos Quimicos
Universidad Central de Las Villas
Carretera a Camajuani km 5%
Teléfonos: 281473 / 281254

FAX: 281130

Certificado de Calidad
Producto G-1 Fecha de Fabricacién: 03-03-27
Folio: 82-04 Lote: 03-3-13

Fecha de reanalisis: 06-11

ENSAYOS RESULTADOS LIMITES
Caracteristicas Organolépticas
a) Aspecto Cumple Cristalino
b) Color Cumple Amarillo
c) Olor Cumple Caracteristico
Identificacion
a) Rango de Fusion -- 89,0 °C-92,0 °C
b) Espectro UV-VIS Cumple Maximo a 389 nmy minimo a 300 nm
Pérdidas por Desecacion 0,08 No més que 0,50 %
Residuo de Ignicion 0,03 No més que 0,10 %
Metales Pesados Cumple No mas que 20 ug/g
Contenido de G-1 99,76 98,00 % - 102,00 %
Contenido de Monobromado 0,21 No més que 1,00 %
Limite Microbiano No mas de:
Cumple UFC de Bacterias/g = 103
UFC de Hongos/g = 102
Ausencia de:

Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa
Enterobacteriacene
Candida sp

Bibliografia: G-1 materia prima. Métodos de Control. CBQ.

OBSERVACIONES:

Aprobado por: Supervisado por:
Nombre Tersita Ramos Gomez Amalia Calvo Alonso
Cargo J’ Control Final J’” Control de Calidad
Firma
Fecha 04-11-12 04-11-12
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Anexo 4. Analisis estadistico. Precision a tres niveles de concentracion.

AHOVA Table For Conc by gropo

Analysis of Varianece

Anexos

Sonroe Som of Sgnares DE Mesn Sgonare F—HRatio Pialne
Betwean gronps 45 _2504 2 1% 5452 H525_54 - HHHE
Within gronp= _1132 [ . HE22

Total [(Corr._) a5 _3mi6 H

Variance Check
Cochran"s C teot:- I _S20202 P—Valne = @.6%061H

Bartlett"s teot: 1_07673 P—VWalne = [@_.H34047
Hartley"s teot:- 2_ 35535

The StatAdvioor

The three otatistics displayed in thio table test the nnll

hypothesis that the standsrd deviation=s of Cones within each of the 3

Jevels of gropo io the come. OF particnlar interest are the two

Pvalnex. Sjinee the ocmaller of the Pvalnes i grester than or egoal
to .15, there i not A statiotically significant difference smongst

the otandard deviations at the 535 M confidence lewvel
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Anexos

Anexo 5. Analisis estadistico. Precisiéon intermedia.

ANOVA Table for ConcGlo by dia

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0.0240667 2 0.0120333 3.59 0.0945
Within groups 0.0201333 6  0.00335556

Total (Corr.) 0.0442 8

The StatAdvisor

The ANOVA table decomposes the variance of ConcGlo into two
components: a between-group component and a within-group component.
The F-ratio, which in this case equals 3.58609, is a ratio of the
between-group estimate to the within-group estimate. Since the
P-value of the F-test is greater than or equal to 0.05, there is not a
statistically significant difference between the mean ConcGlo from one
level of dia to another at the 95.0% confidence level.

Aylen Hernandez Garcia

Determinacion de G-1 en plasma humano empleando SPE y GC-ECD.



