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RESUMEN

Este trabajo describe un método basado en la extraccion
(Matrix Solid-Phase Dispersion, MSPD) y la Cromatografia
de Gases con detector de captura electronica (GC-ECD),
para la cuantificacion de furvina, un nuevo ingrediente far-
macéutico activo sintético, en muestras de plasma huma-
no.

La extraccion mediante MSPD se realiz6 empleando como
adsorbente silicagel modificada C-18, en proporcion de 1
g por cada mililitro de muestra, co-columna de silicagel y
elucion con 2 porciones de 4 mL de n-hexano.

Se establecieron los parametros operacionales para la de-
terminacién de furvina mediante cromatografia de gases.
Las temperaturas del inyector, horno (columna) y detector
se fijaron en 230 °C, 200 °C y 280 °C, respectivamente, el
flujo de fase movil (nitrégeno) en 0,5 mL/min y volumen de
inyeccion fue de 1 uL (modo splitless), utilizando benzoato
de bencilo como estandar interno.

El proceso de extraccion y cuantificacion fue validado
segun la metodologia ICH (International Conference on
Harmonisation of technical requirements for registration of
pharmaceuticals for human use). Los limites de deteccion
y cuantificacion fueron de 0,07 mg/L y 0,14 mg/L respec-
tivamente. El rango lineal estuvo comprendido en el inter-
valo de 0,5 a 8 mg/L. Las recuperaciones del método de
extraccion estan préximas al 90%, con unos coeficientes
de variacion inferiores al 10%.

Palabras claves: GC-ECD, furvina, MSPD, plasma huma-
no.

SUMMARY

This paper reports a method based on Matrix Solid-Phase
Dispersion (MSPD) and Gas Chromatography with elec-
tron capture detection (GC-ECD) to quantification of furvi-
na, a new synthetic Active Pharmaceutical Ingredient, in
human plasma.

C-18 reversed phase silicagel was used as MSPD sorbent
for the extraction of plasma samples in a ratio of 1 g of
silicagel per mL of sample. A normal silica co-colum was
also used. Two 4-mL portions of n-hexane were used for
analyte elution.

For the gas chromatographic determination of furvina, the
following experimental parameters were used: injection
port, column and detector temperatures were adjusted to
230 °C, 200 °C and 280 °C, respectively, nitrogen (mobile
phase) flow rate was 0,5 mL/min and the injection volume,
1 uL (splitless mode). Benzyl benzoate was used as inter-
nal standard.

Method validation was carried out according to ICH (In-
ternational Conference on Harmonization of technical re-
quirements for registration of pharmaceuticals for human
use) guidelines. Detection and quantification limits were
0,07 mg/L and 0,14 mg/L, respectively. Calibration curves
were linear in the range of 0,5 to 8 mg/L. Recoveries of the
extraction procedure were close to 90 % with a relative
standard deviation below 10 %.

Keywords: GC-ECD, furvina, MSPD, human plasma.

RESUM

Aquest treball descriu un métode basat en I’extraccio (Ma-
trix Solid-Phase Dispersié, MSPD) i la Cromatografia de
Gasos amb detector de captura electronica (GC-ECD), per
a la quantificacio de furvina, un nou ingredient farmaceéutic
actiu sintetic, en mostres de plasma huma.

L’extraccié mitjancant MSPD es va realitzar emprant com
adsorbent silicagel modificada C-18, en proporcié d’1 g
per cada mil-lilitre de mostra, co-columna de silicagel i elu-
ci6é amb 2 porcions de 4 mL de n-hexa.

Es van establir els parametres operacionals per determinar
furvina mitjangant cromatografia de gasos. Les tempera-
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tures de I'injector, forn (columna) i detector es van fixar en
230 °C, 200 °C i 280 °C, respectivament, el flux de fase
mobil (nitrogen) en 0,5 mL/min i el volum d’injeccié va ser
d’1 uL (mode Splitless), utilitzant benzoat de benzil com
estandard intern.

El procés d’extraccio i quantificacié va ser validat segons
la metodologia ICH (International Conference on Harmo-
nisation of technical requirements for registration of phar-
maceuticals for human use). Els limits de deteccié i quan-
tificacio van ser de 0,07 mg/L i 0,14 mg/L respectivament.
El rang lineal era l'interval de 0,5 a 8 mg/L. Les recupera-
cions del metode d’extraccio estan proximes al 90 %, amb
uns coeficients de variacié inferiors al 10 %.

Paraules clau: GC-ECD, furvina, MSPD, plasma huma.

INTRODUCCION

El  2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano,  conoci-
do como furvina, es un ingrediente farmacéutico activo
de origen sintético obtenido en el Centro de Bioactivos
Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas,
Cuba'. Este producto posee una potente actividad bacte-
ricida - fungicida de amplio espectro, demostrada frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, hon-
gos y levaduras®3#, lo que ha permitido desarrollar un un-
gliento de uso dermatologico denominado Dermofural®
que ya esta disponible a nivel comercial en Cuba.

Los estudios clinicos necesarios para el desarrollo de for-
mulados de uso sistémico requieren de un método analiti-
co adecuado que permita determinar los niveles plasmati-
cos de furvina y caracterizar su absorcién, biodistribucion,
metabolismo y excrecion. Para ello, es necesario estable-
cer un método analitico simple, preciso, exacto y especifi-
co que posibilite la determinacién de concentraciones de
furvina a diferentes niveles terapéuticos.

Las matrices biolégicas como la sangre, plasma, suero
o tejidos, son generalmente muy complejas en cuanto a
su composicion y, en la mayoria de los casos los anali-
tos de interés presentes en concentraciones muy bajas se
encuentran normalmente junto a diversas especies inter-
ferentes, lo que hace necesario concentrar y purificar las
muestras.

El procedimiento tradicional de extraccion liquido-liquido
aplicado a muestras biologicas como la sangre, suero o
plasma presenta una serie de desventajas que pueden
ser subsanadas mediante la utilizacion de MSPD, méto-
do sencillo y barato que reduce al minimo el uso de di-
solventes organicos, mejora la eficiencia y selectividad
de la extraccién y elimina pasos adicionales de limpieza
y pre-concentracién de las muestras, previo al andlisis
cromatografico.> La técnica fue introducida por primera
vez en 1989 por Steven Baker, y dada su versatilidad, se
encuentra en un avanzado estado de desarrollo como se
evidencia en los numerosos articulos de revision publica-
dos desde los afios 90 hasta hoy.”°

En trabajos anteriores se han ensayado métodos analiti-
cos basados en la cromatografia en capa fina, la espec-
trofotometria y la cromatografia de gases para el control
de la calidad de la furvina,'"'? pero su aplicacion a las de-
terminaciones del producto en fluidos biolégicos presenta
dificultades debido a falta de sensibilidad o de especifi-
cidad.

El objetivo del presente trabajo es desarrollar un método
simple, sensible y rapido para la determinacion de furvina

en plasma humano. Debido al elevado poder de resoluciéon
de la cromatografia de gases (GC) en columna capilar, su-
perior a la cromatografia liquida, y a la gran sensibilidad de
la deteccién mediante captura electrénica (ECD), el méto-
do GC-ECD ofrece una alternativa atractiva para este fin.

MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

La furvina, muestra de referencia, fue suministrada por el
Laboratorio de Control de Calidad del Centro de Bioacti-
vos Quimicos. La silicagel, tamafno de particula 0,015 mm
— 0,040 mm, el n-hexano para cromatografia y el benzoa-
to de bencilo p.a. fueron adquiridos a Merck (Darmstadt,
Germany). La fase estacionaria C-18 (endcapped), tamafo
de particula 0,015 mm - 0,035 mm, fue obtenida de Fluka
(Buchs, Switzerland). El acetonitrilo para HPLC, de Pan-
reac (Barcelona, Spain). El agua utilizada fue Milli-Q tipo I.

Disoluciones

Disolucion de furvina de 1000 mg/L en acetonitrilo.
Disolucién de estandar interno: benzoato de bencilo 5,55
g/L en acetonitrilo.

Muestras

Las muestras de plasma humano utilizadas fueron sumi-
nistradas por el Banco Provincial de Sangre de Villa Clara.
En todos los casos se le adiciona a la muestra el volumen
necesario de la disolucién patrén de furvina hasta obtener
la concentracién deseada.

Procedimiento de extraccién mediante MSPD

Todos los experimentos para optimizar las condiciones
de extraccion se realizaron con un tamafio de muestra de
0,5 mL de plasma humano, con un contenido de furvina
de 2 mg/L y adicién de 0,5 mL de la disolucion de es-
tandar interno (ver “Disoluciones”). La muestra resultante
se mezclé en un mortero de 4gata con 1 g de fase C-18
(silice modificada) hasta obtener un polvo con suficiente
fluidez, el cual se traspasa a un tubo de jeringa de 10 mL
que contene 1 g de silicagel. La porciéon de silicagel en
la columna retiene los componentes polares del plasma,
fundamentalmente albumina y otras proteinas, con lo que
se obtienen unos extractos limpios cuando se eluye la co-
lumna con dos volumenes de 4 mL de n-hexano. El eluato
se evapora a sequedad, seguido de redisolucién del resi-
duo en 1 mL de n-hexano e inyeccién en el cromatografo
de gases.

Cromatografia de gases con deteccién por captura
electrénica (GC-ECD)

Se utilizé un cromatégrafo de gases DANI GC1000 (DANI
Instruments, S.p.A.), con inyector split/splitless, detector
de captura electrénica y columna capilar VB-5 (5 % Fe-
nil) metilpolisiloxano, Valcobond ®, de 30 m de longitud,
0,53 mm de diametro interno y 1,5 micras de espesor de
pelicula de fase estacionaria. Las temperaturas utilizadas
para el horno, inyector y detector fueron 200, 230 y 280
°C, respectivamente. El flujo de fase movil se optimizé en
base a la eficacia cromatografica, medida como numero
de platos tedricos a diferentes valores de flujo y se fijo en
0,5 mL/min de nitrégeno.

Las muestras se inyectaron manualmente, 1 pyL, en modo
splitless, utilizando el benzoato de bencilo como estandar
interno.
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Determinaciones cuantitativas

En la cuantificacion de las muestras se utilizé el método
del estandar interno, determinandose la relacién de areas
de los picos en todas las muestras y patrones. La concen-
tracion de las muestras se calculé a través de la curva de
calibraciéon obtenida para disoluciones patrén de furvina.
Simultdneamente a los andlisis de las muestras, se inyec-
taron disoluciones patrén de furvina a diferentes tiempos
con vistas a detectar posibles variaciones en las condicio-
nes cromatograficas, tanto intra-dia como inter-dias.

Validacién

Para la validacion del método se prepararon muestras
de plasma con adicién de disoluciones patrén de furvina
hasta obtener las concentraciones especificadas en cada
caso. Se determinaron los siguientes parametros de vali-
dacién: linealidad, precision, exactitud, especificidad, limi-
te de deteccion y limite de cuantificacion.

En la figura 1 se muestra un cromatograma correspon-
diente al analisis de una muestra de plasma con adicion
de furvina y estandar interno, siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente.

Furvina Estandar interno
o =

1 2 3 ] H 6
Tme tman}

Figura 1. Cromatograma correspondiente al ex-
tracto de una muestra de plasma con adicion
de furvina (concentracion: 2 mg/L).

RESULTADOS DISCUSION

Validacién del método

Linealidad

Se realiz6 una curva de calibrado en el intervalo de con-
centraciones comprendido entre 0,5 mg/L y 8 mg/L, con
valores intermedios de 2; 4; 5y 6 mg/L. Siguiendo la me-
todologia ICH"®se determiné la ecuacion de la recta, el co-
eficiente de correlacion lineal (r), y se realizaron los test de
student para intercepto y pendiente asi como el andlisis de
varianza (ANOVA) para comprobar la bondad del ajuste.

Tabla 1. Parametros estadisticos de la rec-
ta de regresion obtenida para la furvina.

Parametros Resultados

Ecuaciéon de larectay =ax +b Y=0,35929 X + 0,031716

Coeficiente de correlacion, r > 0,999 r =0,9990

t-test para el intercepto: tcal < ttab

para 0=0,05 y n-2 grados de libertad tcal: 1,068 ttab: 2,776

t-test para la pendiente: tcal > ttab

para a=0,05 y n-2 grados de libertad tcal: 60,125 ttab: 2,776

ANOVA para la bondad de Fcal: 3,64 Ftab: 4,53
ajuste: Fcal < Ftab,

Coeficiente de calidad: QC < 2,5 % QC=24%

La tabla 1 muestra los resultados del estudio de linealidad
realizado. Todos los parametros calculados para evaluar la
calidad de la regresiéon cumplen con los criterios de acep-
tacién correspondientes en la metodologia ICH, lo que
indica que el método es lineal en el intervalo de concen-
traciones estudiado.

Precision

Repetibilidad instrumental

Se inyectaron 6 réplicas de una disolucion patrén de furvi-
na de 2 mg/L con estandar interno en n-hexano. Se cal-
culoé la media de la respuesta, la desviacion estandar y el
coeficiente de variacion (C.V.).

La variabilidad de la respuesta obtenida, expresada como
C.\V. fue inferior al 2 %, con una adecuada corresponden-
cia entre las respuestas obtenidas para las inyecciones
repetidas.

Repetibilidad a diferentes niveles de concentracion

Se analizaron por triplicado muestras de plasma con adi-
cion a tres niveles de concentracion de forma que la
concentracion resultante de furvina fue de 1,2 y 6 mg/L
(nivel bajo, medio y alto de la curva de calibracién), y en
cada caso se realizaron tres réplicas. Se calcul6 el C.V.
por grupo y el C.V. total. Se compararon las varianzas en-
tre los grupos mediante un andlisis ANOVA.

En la Tabla 2 aparecen los resultados obtenidos. Segun
los resultados del andlisis ANOVA realizado, las varianzas
a los tres niveles de concentracién no difieren significati-
vamente Fcal (0,17) < Fcritica (5,14) paraa. = 0,05y, 2y
6 grados de libertad. Por otra parte, los valores del C.V.
en cada grupo estan dentro de los limites admisibles para
métodos bioanaliticos, (C.V.<15 %, excepto para el menor
nivel de concentraciéon donde se acepta hasta un 20 %. ')

Tabla 2. Resultados de la repetibilidad a tres
niveles de concentracion de furvina.

Conc. 1 mg/L Conc. 2 mg/L Conc. 6 mg/L

Resultado Réplica 1 0,67 mg/L 1,60 mg/L 4,78 mg/L
Resultado Réplica 2 0,94mg/L 1,87 mg/L 5,94 mg/L
Resultado Réplica 3 0,71 mg/L 1,97 mg/L 6,58 mg/L
Media 0,77 mg/L 1,81 mg/L 5,77 mg/L
Desv. estandar 0,15 0,20 0,92
Coef. de variacion 19,41 % 10,94 % 15,89 %

Precision intermedia

La precision intermedia expresa la precision bajo la in-
fluencia de variaciones intra-laboratorio, como por ejem-
plo, diferentes dias, analistas, instrumentos, etc.

Se analizaron tres muestras a la concentracion de 2 mg/L
en tres dias sucesivos, con tres réplicas cada dia. Se cal-
culé el coeficiente de variaciéon por dia y el global y ade-
mas se compararon las medias y las varianzas de los valo-
res de concentracion determinados.

Los resultados del estudio se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Resultados del estudio de la precision intermedia.

Muestra Dia 1 Dia 2 Dia 3
Muestra 1 1,59 mg/L 2,14 mg/L 2,28 mg/L
Muestra 2 1,87 mg/L 2,37 mg/L 2,41 mg/L
Muestra 3 1,97 mg/L 1,97 mg/L 2,09 mg/L
Media 1,81 mg/L 2,16 mg/L 2,26 mg/L
Desv. estandar 0,20 0,20 0,16
C.V. “por dia” 10,94 % 9,24 % 714 %
C.V. “global” 12,54 %
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Los resultados del andlisis de varianza no revelan dife-
rencias significativas en las concentraciones medias de-
terminadas en los diferentes dias. Tampoco las varianzas
asociadas a esas concentraciones medias por dia son
significativamente diferentes. (Fcal (2,00) < Fcritica (5,14)
para 0=0,05y, 2 y 6 grados de libertad) y, ademas, tan-
to los valores del C.V. para cada dia como la cifra global,
estan dentro de los limites admisibles para métodos bioa-
naliticos, en los que se aceptan valores que no excedan
el 15 %.

Exactitud

El porcentaje de recuperacion del farmaco se calculo para
6 muestras de plasma humano, con adicion de furvina
hasta obtener una concentracion de 2 mg/L. Las areas de
los picos correspondientes a estas muestras se compara-
ron con las obtenidas en las inyecciones de disoluciones
patrén de furvina de 2 mg/mL.

El valor medio de la recuperacion obtenida fue de 90,2 %,
con un C.V. inferior al 10 %.

Selectividad

Se compararon los cromatogramas de una disolucién pa-
tron de furvina, con los de las muestras de plasma con
adiccioén y con los de los blancos de plasma. La concen-
tracion de patrén interno fue la misma en los patrones y
en los extractos de plasma.

La Figura 2 contiene el cromatograma correspondiente al
blanco sometido al proceso de MSPD y analizado segun el
procedimiento de GC-ECD descrito en este trabajo.

Estandar interno

tr de furvina

o 1 H 3 4 5 6
Tme .l

Figura 2. Cromatograma correspondiente al extracto de
un blanco (plasma con adicion del estandar interno).

Como puede observarse en el cromatograma de la fig. 2
en el intervalo alrededor del tiempo de retencién de la fur-
vina (aproximadamente 3,3 minutos) no aparecen sefales
de otros componentes del plasma que pudieran interferir
en su determinacion.

Se inyect6 ademas, n-hexano puro utilizado para la elu-
cion de los cartuchos de MSPD, asi como el n-hexano
utilizado en el lavado de 1 g del material C-18 y 1 g de si-
licagel. En ningun caso aparecieron sefales en el croma-
tograma, lo que descarta a estos materiales como fuentes
de interferencia en el analisis de las muestras.

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC))
Se prepard un blanco con la misma composicién de las
muestras estudiadas, excepto en lo referente a la adicién
de furvina y se siguieron todos los pasos en la confeccion
y elucién del cartucho. Se realizaron tres inyecciones de
este blanco por GC-ECD y se integraron los picos.

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

_ Yy K-S,
b

C, (1)

Donde:

C, = limite de deteccion o cuantificacion.

K = constante = 3 (K = 3 para limite de detecciony K =10
para limite de cuantificacion).

S, = desviacion estandar de la respuesta de los n blan-
cos.

b = pendiente de la recta de calibracion.

¥, = media de la respuesta de los n blancos.

Los limites de deteccion y cuantificacién asi calculados
resultaron ser 0,07 mg/L y 0,14 mg/L de furvina, respec-
tivamente. Estos valores son seis veces mas bajos que
los obtenidos en trabajos previos, utilizando cromatografia
liquida de alta eficacia y deteccioén ultravioleta-visible. 1°

CONCLUSIONES

Se describe por primera vez un método de cromatogra-
fia de gases para la determinacién de furvina en plasma
humano. El método propuesto se puede considerar sim-
ple, selectivo y sensible, con tiempos de andlisis cortos, al
combinar en un solo paso los procesos de extracciéon de
los analitos y limpieza de los extractos lo que minimiza el
consumo de disolventes. El procedimiento de extraccion
disefiado proporciona una adecuada recuperacion y pre-
viene los efectos indeseables de los componentes de la
matriz en el analisis.

El método representa una mejora sustancial respecto
a trabajos anteriores, por cuanto se alcanzan niveles de
sensibilidad adecuada para la cuantificacion de furvina
en muestras de plasma como parte de los estudios de de-
terminacién de parametros farmacocinéticos en humanos.
A la vez, constituye una alternativa apropiada para aque-
llos laboratorios que solo disponen de instrumentos tradi-
cionales de cromatografia de gases, sin los cada vez mas
utilizados, pero no disponibles en todos los laboratorios,
acoplamientos con espectrometros de masas.
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