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Resumen 3

Las infecciones fungicas de las manos y los pies son muy comunes en los seres
humanos. Los dermatofitos, las levaduras y los mohos son los tres principales hongos
que afectan a la piel, pueden causar onicomicosis y perjudican a la poblacion mundial.
En la actualidad, en el mercado internacional existen muchos agentes antimicdticos
orales que se han utilizado para el tratamiento de infecciones fingicas de las unas de las
manos y de los pies, pero estos muestran varias desventajas como toxicidad y altos
contenidos en el ingrediente farmacéutico activo (IFA).

El IFA 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)furano (también conocido como Furvina®)
es un agente antimicrobiano eficiente con actividad de amplio espectro contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas, levaduras y hongos filamentosos. El farmaco
Dermofural® es un ungiiento dermatologico sobre la base de este IFA al 0,15% para el
tratamiento de enfermedades fungosas en piel y uias, que forma parte del Cuadro Bésico
de Medicamentos de Cuba. Este farmaco es activo frente a la onicomicosis, pero requiere
tratamientos prolongados debido a su poca penetracion en la ufia, ya que es un ungiiento.

En esta Tesis Doctoral se desarrollan diferentes metodologias analiticas para la
caracterizacion quimico-farmacéutica de farmacos en forma de lacas para el tratamiento
de la onicomicosis. La presentacion de dichas metodologias se halla estructurada en seis
capitulos

En el Capitulo I se ha propuesto el desarrollo y validacion una técnica analitica
espectrofotométrica ultravioleta-visible para la determinacién de Furvina® en diferentes
lacas de unas. Para la validacion del método se utilizan los criterios establecidos en el
Anexo No. I de Buenas Practicas de Laboratorio para control de medicamentos del
Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos, Equipos y
Dispositivos Médicos de Cuba, determinandose la especificidad, linealidad, sensibilidad,
precision y veracidad. Ademas, la instrumentacién empleada fue sometida a la prueba de
cualificacion respecto a control de la absorbancia, limite de luz parasita y resolucion.

En el Capitulo II se propone el desarrollo y validaciéon de un método basado en la
combinacion de cromatografia liquida capilar con deteccion mediante diodos en serie
(LCcapilar-DAD) para la determinacion de Furvina® en lacas de ufias para el tratamiento
de onicomicosis. La separacion cromatografica se llevé a cabo en modo de fase reversa.
La validacion del método proporciond valores muy favorables para las distintas
caracteristicas analiticas estudiadas.

El Capitulo III se centra en el desarrollo de un nuevo método analitico basado en el

®

acoplamiento LCcapilar-DAD para la determinacion de Furvina® en orina humana. El
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tratamiento de muestra implica la técnica miniaturizada microextraccion dispersiva
liquido-liquido (DLLME), permitiendo alcanzar altos niveles de preconcentracion del
analito en tiempos muy reducidos. El método desarrollado proporcion6 muy buenos
valores para las distintas caracteristicas analiticas de validaciéon y ademads resulta
accesible para cualquier laboratorio de analisis, ya que emplea instrumentacion de facil
acceso.

En el Capitulo IV se propone la caracterizacion de las lacas de ufias mediante
diferentes metodologias analiticas incluyendo difraccion de rayos X (XRD), microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja (IR) y calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Ademas, se evalua la penetrabilidad de las lacas utilizando celdas de
Franz, concluyendo la necesidad de mantener la laca en contacto con la ufia durante un
periodo superior a 11 dias para que funcione contra la onicomicosis.

El Capitulo V aborda el uso de la técnica espectrometria de absorcidon atomica con
atomizacion electrotérmica con fuente continua de alta resolucion (HR-CS ETAAS) para
la determinacion de los niveles de los metales plomo, arsénico y cobre en diferentes lacas
de ufias y en el IFA Furvina®. Las metodologias desarrolladas para cada uno de los
metales han permitido alcanzar muy buenos resultados para los parametros de validacion.

Por tultimo, en el Capitulo VI se propone la evaluacion de la toxicidad a dosis tinica
dérmica en conejos y la determinacion de los efectos irritantes y/o corrosivos dérmicos
en conejos para tres lacas de ufas (transparente, roja y blanca). Los resultados obtenidos
permiten afirmar que las lacas no producen toxicidad dérmica demostrable al
administrarse a una dosis limite de 2000 mg/kg; ademas, no presentan potencial irritante

dérmico y se clasifican como no irritantes para la piel.
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Fungal infections of the hands and feet are very common in humans. Dermatophytes,
yeasts and moulds are the three main fungi that affect the skin, can cause onychomycosis
and harm the world's population. Currently, there are many oral antifungal agents on the
international market that have been used for the treatment of fungal infections of the
fingernails and toenails, but these show several disadvantages such as toxicity and high
active pharmaceutical ingredient (API) contents.

The API 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinyl)furan (also known as Furvina®) is an
efficient antimicrobial agent with broad spectrum activity against Gram-positive and
Gram-negative bacteria, yeasts and filamentous fungi. Dermofural® is a dermatological
ointment based on this 0.15% API for the treatment of fungal diseases of the skin and
nails, which is part of Cuba's Basic Drug List. This drug is active against onychomycosis
but requires prolonged treatment due to its poor penetration into the nail, as it is an
ointment.

This Doctoral Thesis develops different analytical methodologies for the chemical-
pharmaceutical characterisation of drugs in the form of lacquers for the treatment of
onychomycosis. The presentation of these methodologies is structured in six chapters.

Chapter 1 proposes the development and validation of an ultraviolet-visible
spectrophotometric analytical technique for the determination of Furvina® in different
nail lacquers. For the validation of the method, the criteria established in Annex No. I of
Good Laboratory Practices for drug control of the Centre for State Control of the Quality
of Medicines, Equipment and Medical Devices of Cuba were used, determining the
specificity, linearity, sensitivity, precision and trueness. In addition, the instrumentation
used was subjected to qualification testing with respect to absorbance control, stray light
limit and resolution.

Chapter II proposes the development and validation of a method based on the
combination of capillary liquid chromatography with diode array detection (LCcapillary-
DAD) for the determination of Furvina® in nail lacquers for the treatment of
onychomycosis. The chromatographic separation was carried out in reverse phase mode.
The validation of the method gave very favourable values for the different analytical
characteristics studied.

Chapter III focuses on the development of a new analytical method based on
LCcapillary-DAD coupling for the determination of Furvin® in human urine. The
sample treatment involves the miniaturised dispersive liquid-liquid microextraction

technique, allowing high pre-concentration levels of the analyte to be achieved in very
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short times. The developed method provided very good values for the different analytical
validation characteristics and is also accessible to any analytical laboratory, as it uses
easily accessible instrumentation.

Chapter IV proposes the characterisation of nail lacquers by different analytical
methodologies including X-ray diffraction, scanning electron microscopy, infrared
spectroscopy and differential scanning calorimetry. In addition, the penetrability of the
lacquers is evaluated using Franz cells, concluding that it is necessary to keep the lacquer
in contact with the nail for a period of more than 11 days for it to work against
onychomycosis.

Chapter V deals with the use of the high-resolution continuous source electrothermal
atomisation atomic absorption spectrometry technique for the determination of the levels
of the metals lead, arsenic and copper in different nail lacquers and in the IFA Furvina®.
The methodologies developed for each of the metals have led to very good results for the
validation parameters.

Finally, Chapter VI proposes the evaluation of dermal single dose toxicity in rabbits
and the determination of dermal irritant and/or corrosive effects in rabbits for three nail
varnishes (clear, red and white). The results obtained show that the lacquers do not
produce demonstrable dermal toxicity when administered at a limit dose of 2000 mg/kg;
furthermore, they have no dermal irritant potential and are classified as non-irritating to

the skin.
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El trabajo presentado en Tesis Doctoral se encuentra enmarcado dentro del proyecto
90009 “Estudios Quimico-Farmacéuticos de una formulacion sobre la base de Furvina®
para el tratamiento de la onicomicosis” del Centro de Bioactivos Quimicos de la
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas. Ademas, forma parte de la linea de
trabajo del grupo de investigacion “Métodos Instrumentales Aplicados” en el
Departamento de Quimica Analitica de la Universidad de Murcia.

La identificacion y cuantificacion de ingredientes farmacéuticos activos (IFA) en
formulaciones requiere el uso de herramientas de analisis. Por ello, en esta Tesis se
pretende como objetivo general el desarrollo de diferentes metodologias analiticas para la
caracterizacion quimico-farmacéutica de lacas para el tratamiento de la onicomicosis
conteniendo como Furvina® como IFA.

La espectrofotometria UV/VIS y la cromatografia liquida capilar con detector de
diodos son dos técnicas analiticas que se han utilizado para la cuantificacion del IFA. Se
utiliz6 como criterio para la validacion los establecidos en el Anexo No. I de Buenas
Précticas de Laboratorio de Control de Medicamentos del Centro para el Control Estatal
de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED), determinandose la
especificidad, linealidad, precision en términos de repetibilidad y precision intermedia y
la veracidad. Ademads, se realizd la prueba de cualificacion al espectrofotometro en
cuanto a control de la absorbancia y limite de luz parasita.

La cromatografia liquida es la técnica de analisis mas utilizada en los laboratorios de
control farmacéutico debido a los diferentes tipos de analitos con diversas caracteristicas
que puede separar, permitiendo analisis muy especificos y sensibles.

Cuando la concentracion de los analitos en la muestra es muy baja, es necesaria una
etapa previa de aislamiento y preconcentracion de los compuestos de interés. Gracias a
los avances en los procesos miniaturizados se han desarrollado las denominadas técnicas
de microextraccidn, que permiten la extraccion de los analitos presentes en la muestra en
un pequeio volumen de fase extractante, tanto de naturaleza liquida como sélida,
produciéndose asi la preconcentracion de los analitos antes de su determinacion

cromatografica.

Los objetivos concretos que se proponen a lo largo de la Tesis son:

1. Desarrollar y validar un método analitico basado en la técnica espectrofotométrica

de absorcion molecular UV/VIS para la cuantificacion del IFA Furvina® en lacas
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de ufias. Con objeto de garantizar la validez de los resultados obtenidos se
realizan las pruebas correspondientes de cualificacion del espectrofotometro
empleado. La validacion de la metodologia desarrollada implica la obtencion de

los parametros: especificidad, linealidad, precision, sensibilidad y veracidad.

Desarrollar y validar un método basado en cromatografia liquida capilar con
deteccion mediante de diodos en serie (LCcapilar-DAD) para la determinacion de
Furvina® en lacas de ufias para el tratamiento de onicomicosis. El desarrollo del
método implica optimizar las distintas variables que afectan tanto a la separacion
cromatografica como al sistema de deteccion. Para validar el método propuesto se
obtendran los parametros de especificidad, linealidad, precision, sensibilidad y

veracidad.

Desarrollar y validar un método de analisis basado en LCcapilar-DAD para la
determinacion de Furvina® en orina humana. Teniendo en cuenta los bajos
niveles esperados de este IFA en las muestras, se propone utilizar la técnica de
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) en la etapa de preparacion
de la muestra. Por ello, las distintas variables que afectan a la eficiencia de
preconcentracion mediante DLLME seran objeto de estudio. La metodologia
DLLME con LCcapilar-DAD finalmente propuesta se ha validado y aplicado a

muestras reales.

Caracterizar las lacas de ufias para el tratamiento de la onicomicosis mediante las
técnicas difraccion de rayos X (XRD), microscopia electronica de barrido (SEM),
espectroscopia infrarroja (IR) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Evaluar la penetrabilidad de las lacas utilizando celdas de Franz.

Determinar el contenido de los metales plomo, arsénico y cobre mediante
espectrometria de absorcion atdmica con atomizacidon electrotérmica y fuente
continua de alta resolucion (HR-CS ETAAS) en las lacas de ufias, asi como en el
IFA Furvina®. Para ello, se estudia la influencia de las distintas variables que

afectan a los parametros de validacion del método.

Evaluar la toxicidad de los formulados de lacas de ufias con IFA Furvina® a dosis
unica dérmica en conejos y determinar los efectos irritantes y/o corrosivos

dérmicos en conejos.
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1. ONICOMICOSIS

Las infecciones de las ufias y pliegues ungueales causadas por levaduras del género
de hongos unicelulares Candida fueron descritas por Dubendorfer en 1904 y 1910.
Sabouraud, a través de su descripcion clinico-micologica de las enfermedades producidas
por dermatofitos, denominé tinea unguium a la infeccion de las ufias por estos
microorganismos (1).

La tinea unguium, onicomicosis (del griego onix (ufia) y onychos (micosis)), tifia
ungueal o tifia de las ufias es una infeccion superficial que altera el grosor y el color
normal de las ufias, tanto de las manos como de los pies. Esta infeccion es provocada por
tres tipos de hongos: dermatofitos (de los géneros Trichophyton y Microsporum),
levaduras (Candida albicans en personas inmunosuprimidas) y mohos no dermatofitos.
La prevalencia de esta afeccion en la poblacién general varia, dependiendo de la region
estudiada, entre 2 y 20% (2,3). El riesgo de contraer una infeccién por un dermatofito en
la vida de una persona varia entre un 10 y 20% y es una de las formas mas frecuentes de
onicomicosis. Las ufias de los pies son més propensas a sufrir esta afeccion que las de las
manos y la prevalencia en la poblacion es mayor en adultos (4-7).

Los sintomas de la onicomicosis son principalmente estéticos, al mostrar las ufias
afectadas coloracion blanquecina o amarillenta, quebradas, fragiles y deformes. Para
entender mejor esta afeccion se muestra un esquema de la ufia con sus partes
diferenciadas (Figura 1): el perioniquio o unidad ungueal comprende la ldmina ungueal o
ufia y las estructuras blandas que la rodean (el hiponiquio, la matriz ungueal y los

pliegues).
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Figura 1. Representacion anatomica de la unidad ungueal.


https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Dermatofito
https://es.wikipedia.org/wiki/U%C3%B1a
https://es.wikipedia.org/wiki/Pie
https://es.wikipedia.org/wiki/Mano
https://es.wikipedia.org/wiki/U%C3%B1a
https://es.wikipedia.org/wiki/Blanco_%28color%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Amarillo

16 Introduccion

En el perioniquio se pueden distinguir cinco unidades anatomicas basicas:

e Matriz ungueal: Tejido generativo mayoritario del cuerpo de la ufia. El cuerpo de la
matriz se sitiia en la superficie ventral del pliegue ungueal proximal y se extiende hasta el
extremo distal de la lunula. La lunula es el margen arqueado de la matriz visible a través
de la lamina (8).

e Lecho ungueal (matriz estéril): Tejido compuesto de dermis y epidermis sobre el
que se sitta la ldmina ungueal. Es un tejido que posee una elevada vascularizacién y una
red de filamentos simpaticos. Se extiende desde la lunula hasta el hiponiquio (9).

¢ Hiponiquio: Extremo cutaneo subyacente a la ufia libre, bordeado por el pliegue
distal (10).

e Pliegues ungueales: Surcos cutaneos que rodean la lamina sellando de forma
efectiva el tejido subungueal, que por su situacion se identifican como proximales,
distales y laterales (9). A nivel del surco proximal, se juntan las capas corneas de la cara
dorsal y ventral de la ufia formando una expansion llamada cuticula, la cual constituye
una proteccion frente a agentes externos (10).

e Lamina ungueal o uia: Estructura queratinizada en el segmento dorso-distal de los
digitos que se origina en la matriz ungueal y se encuentra insertada entre los pliegues
ungueales adherida al lecho ungueal. Presenta una coloracion rosada correspondiente a
los vasos sanguineos. En la parte distal de la ldmina ungueal, en las proximidades del
borde libre, se encuentra la banda onicodermal, una banda blanca que constituye la
primera barrera para cualquier agente externo (11).

Al progresar la infeccion por micosis, se aprecia la separacion de la lamina ungueal
del lecho de la una. En ocasiones, se desarrolla dolor o incomodidad y, a veces, también
se observa celulitis de la piel vecina. El extremo distal de la uiia es la parte que se afecta
con mas frecuencia, y por el contrario el inicio de la afeccion en el extremo proximal o
lateral es mucho menos frecuente.

La bibliografia indica que alrededor del 30% de las micosis superficiales son
onicomicosis. También se considera que las onicomicosis son las micosis superficiales
mas dificiles de diagnosticar y tratar, detectandose que uno de cada cinco pacientes con
un diagnostico y un tratamiento correcto de la enfermedad no se cura (12,13). Se trata de
una patologia infradiagnosticada, de modo que la prevalencia estimada en la poblacion
general varia de forma muy amplia. Un estudio realizado en Europa a principios de este

siglo estim6 en un 26,9% la prevalencia de onicomicosis (14,15). En Espafia, la
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prevalencia se estimé en un 2,6% en un trabajo publicado en 1995 por Sais et al. (16).
Desde ese afio hasta la actualidad estos valores han oscilado entre 1,7-9,1% (16-20) en
adultos y entre 0-7,7% en nifios (21). En cuanto a la localizacion, las onicomicosis de las
unas de los pies son mas frecuentes que las de las manos, con una proporcion en Espana
de 4:1 (15,16). Concretamente en Cuba no existen datos de la Direccion de Registros
Meédicos y Estadisticas de Salud del Ministerio de Salud Publica acerca de la afectacion
de esta enfermedad (22), aunque la incidencia en la poblacion es apreciable.

A pesar de encontrarse bien definidos los grupos de agentes de onicomicosis y del
advenimiento de numerosos fairmacos antifingicos para la terapia de estas infecciones,
persisten las dificultades para establecer un diagnostico correcto y un tratamiento eficaz,
por lo cual se puede afirmar que la onicomicosis sigue siendo en la actualidad una

problematica de salud publica.
2. FURVINA®

El compuesto quimico 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano, cominmente
conocido como Furvina® o G-1, constituye un ingrediente farmacéutico activo (IFA), que
es sintetizado en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central
"Marta Abreu” de Las Villas (Cuba). Se presenta en forma de polvo cristalino de color
amarillo, sus particulas son alargadas y de superficie no lisa. Tiene una masa molecular
de 296,924 g/mol y su temperatura de fusion es de 89-92 °C (23). La Figura 2 muestra la

estructura quimica de la Furvina®.

Figura 2. Estructura quimica de la Furvina®.

La Furvina® presenta actividad in vitro como bactericida-fungicida de amplio
espectro, lo que ha sido comprobado frente a 908 cepas de bacterias Gram-negativas y

119 cepas de Gram-positivas, de las cuales so0lo 11 cepas de 4 especies mostraron una
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minima concentracion inhibitoria igual o mayor a 50 ng/mL (24). Otros trabajos refieren
su actividad frente a Enterobacter sp, Klebsiella y Pseudomona aeruginosa. En el caso
de la Pseudomona aeruginosa, Conde et al. en 1989 compararon la efectividad de la
Furvina® con la de los antibidticos polimixin B, gentamicina y tetraciclina, mostrando
que el 33% de las cepas fueron resistentes a estos antibidticos convencionales, no siendo
asi para la Furvina® (25,26). Asimismo, Torriente evaludé en 1990 la actividad de la
Furvina® frente a 68 cepas de Candida de diferentes especies y demostrd la potente
accion antifungica del IFA Furvina®, semejante a la de anfotericin B y superior a la de
miconazol (27). Por otra parte, Gonzalez et al. en 1993 obtuvieron resultados similares
frente a 293 cepas de hongos gemantes del género Candida. Esta actividad ha sido
demostrada también frente a hongos dermatofitos y hongos filamentosos (28). Estudios
realizados por Blondeau et al. en 1997, corroboraron y ampliaron los resultados de
actividad in vitro frente a 2702 microorganismos multi-resistentes (29,30). Los datos de
actividad biologica de este principio activo le presentan como una interesante alternativa
terapéutica a la linea de los antiinfecciosos.

La estabilidad de la Furvina® ha sido estudiada en estado sélido, disuelta en varios
disolventes y en presencia de algunos excipientes de uso tradicional en formulaciones
farmacéuticas. Jorge et al. en 1993 comprobaron que este compuesto no sufre
degradacion durante 35 dias de exposicion en condiciones de humedad de 100, 95, 86 y
76%, y ademas no se observaron variaciones significativas en ninguno de los parametros
evaluados en muestras expuestas a la luz durante 91 dias. El estudio de estabilidad
acelerado por la temperatura mostré que no se produce degradacion de este IFA a los 89
dias bajo temperaturas de 40, 50, 60 y 70°C, siendo estos resultados corroborados en
estudios de estabilidad a largo plazo, en los que no se detectd degradacion tras cinco afios
de almacenamiento a temperatura ambiente no controlada (31).

Por todo lo expuesto, el IFA Furvina® resulta muy prometedor en el tratamiento de la
onicomicosis, ya que a partir del mismo pueden desarrollarse nuevas formulaciones
debido a su actividad frente a Candida albicans y otros microorganismos causantes de

esta enfermedad.
3. FORMULACIONES PARA EL TRATAMIENTO DE ONICOMICOSIS

En el mercado centroamericano se encuentran diferentes formulaciones comerciales

para el tratamiento de la onicomicosis, tales como Amorolfina 5%, Laca Ciclopirox 8% y
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Tioconazol 28%, basandose todas ellas en la utilizacion de altas concentraciones de los
IFAs y requiriendo periodos de tratamiento prolongados (32).

La empresa cubana “Laboratorios Farmacéuticos Roberto Escudero”,situada en La
Habana, tiene como misién fundamental la investigacion, produccion y distribucion de
medicamentos a empresas provinciales de suministros médicos y farmacéuticos, ademas
de producir y comercializar de forma mayorista y minorista equipos médicos y sus
accesorios, medicamentos solidos y semisolidos en forma de Ovulos, supositorios,
polvos, cremas, jaleas, ungiientos y liquidos, destinados a uso oral, dérmico, rectal,
vaginal, y estomatoldgico; envasar y comercializar materias primas para uso dispensarial
y asistencia médica y brindar servicios de investigaciones, desarrollo de productos, asi
como transferencia de tecnologias.

En el cuadro basico de medicamentos de Cuba estd registrada en el formulario
nacional de medicamentos la Terbinafina 1%, usada para tratamientos antifingicos, pero
el IFA de esta formulacion es importado, por lo que se dificulta su produccion en la
Empresa Farmacéutica Roberto Escudero, especializada para esos fines (33).

El IFA Furvina® posee un efecto antimicrobiano significativo comparable al de otros
agentes antimicrobianos empleados en la clinica actualmente, siendo activos contra
bacterias, levaduras y hongos filamentosos con valores de concentracion minima
inhibitoria que oscilan de 0,5 a 32 pg/mL (34). Una de sus formulaciones en forma de
crema contiene Furvina® al 0,25% y fue ensayada en pacientes con onicomicosis
producida por Candida y dermatofitos y los resultados fueron superiores al farmaco
Ketoconazol en crema al 2%, con el inconveniente de que la crema sobre la base de
Furvina® es inestable, pudiendo observarse la generacion de productos de degradacion de
la Furvina® (35).

En el afio 2007 se registro el ungiiento dermatologico Dermofural® sobre la base de
este IFA al 0,15% para el tratamiento de enfermedades fungosas en piel y udas,
formando parte del Cuadro Basico de Medicamentos de Cuba. Este fdrmaco es activo
frente a la enfermedad, pero los tratamientos son prolongados debido a su poca
penetracion en la ufia, ya que es un ungiiento. En 2015 el CBQ formul6 una tintura con
Furvina® al 0,25%, que ademds contenia urea al 1% como agente queratinizante y
alcohol bencilico como disolvente (36). En la Figura 3 se observa una placa Petri en la
que se evalud la actividad del formulado frente a Candida albicans. Las diluciones de la
tintura a 15 y 30 pg/mL fueron activas, lo que demostré que el formulado mantuvo su

accion frente a este tipo de hongos al igual que el IFA (37). Por otro lado, al formulado
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se le determinaron propiedades organolépticas y quimico-fisicas, resultando ser un
liquido aceitoso de color amarillo, de densidad 1,043+0,02 g/mL, de olor caracteristico al
excipiente alcohol bencilico y determinandose que debia almacenarse protegido de la luz

(36).

Figura 3. Evaluacion de la tintura frente a Candida albicans.

Dado que el formulado no fue estable a lo largo del tiempo con condiciones
controladas, fue necesario abordar el estudio de nuevas formulaciones sobre este IFA con
otros vehiculos y excipientes. Asi se propone el desarrollo de un formulado sobre la base

de una laca.

3.1. Lacas de unas

Una laca es un colorante puro extendido sobre un sustrato por absorcion,
coprecipitacion o reaccion quimica que no incluye ninguna combinacion de ingredientes
realizada mediante un proceso de mezclado simple. Al ser las lacas poco solubles en
agua, se utilizan cuando es importante evitar que el color se desplace y cuando es
necesario que penetre sobre las ufias (38).

Las formulaciones sobre la base de lacas son utilizadas mundialmente debido a su
adsorcion sobre la superficie de la ufia y a su rapida y fécil aplicacion. Ademads, se usan
como vehiculos ya que son consideradas no irritantes para el tejido periungueal, tienen
alta estabilidad y los periodos de tratamiento no son prolongados debido a sus altas

capacidades de penetracion a través de las unas (39).
4. ESTABILIDAD DE LOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS

La estabilidad de un farmaco puede definirse como la capacidad de una formulacion
particular, en un sistema de envase o cierre especifico, para mantenerse dentro de sus

especificaciones fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas y toxicas (40). Los
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estudios de estabilidad de un producto farmacéutico son necesarios para su registro y
comercializacion.

La fecha de caducidad es la fecha especificada en la caja o en la etiqueta de un
medicamento e identifica el tiempo en el que el preparado se mantiene estable, si se
almacena bajo las condiciones recomendadas, considerandose inadecuado su uso tras
dicha fecha (41). La fecha de caducidad es una aplicacion e interpretacion directa de los
conocimientos obtenidos a partir de estudios de estabilidad. La Tabla I muestra algunas
propiedades de los medicamentos que pueden verse modificadas al cumplirse la fecha de

su caducidad.

Tabla I. Propiedades de los farmacos que pueden afectarse tras su fecha de caducidad.

Propiedades Consecuencia

Quimicas Cada ingrediente activo puede variar su integridad quimica y la
potencia declarada

Fisicas Pueden alterarse algunas propiedades fisicas originales: apariencia,
uniformidad, disolucion y color, entre otras

Microbioldgicas Puede afectarse la esterilidad o la resistencia al crecimiento

bacteriano

Aunque existen excepciones, en general, el 90% de la potencia marcada para un
farmaco se reconoce como el nivel de potencia minima aceptable. La estabilidad de los
principios activos es el principal criterio para determinar la aceptacion o rechazo de un
medicamento.

Existen diferentes procesos que determinan la inestabilidad y conducen al rechazo
del producto:

1. Degradacion quimica del principio activo.

2. Formacién de algun producto téxico resultante del proceso de descomposicion.

3. Inestabilidad que puede disminuir la biodisponibilidad del farmaco.

4. Cambios sustanciales en la apariencia fisica de la forma dosificada.

Ademas, existen factores ambientales que pueden afectar a los medicamentos, de

entre los que destacan (34):
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- Humedad: puede provocar dafio fisico (ablandamiento) y quimico (efervescencia
o hidrolisis). Se recomienda evitar el uso de zonas de almacenaje huimedas.
Ademas, los farmacos deben almacenarse separados entre 15-20 cm del suelo y

muros, para evitar la transferencia de humedad.

- Temperatura: las altas temperaturas aceleran las reacciones de degradacion y las
bajas en exceso facilitan el deterioro de algunos materiales plasticos. Por ello, los
productos farmacéuticos deben almacenarse en frigorificos o locales con aire

acondicionado debidamente termostatizados.

- Luz: puede provocar fotodegradacion, observandose cambio de color en algunos

casos, por lo que deben evitarse los envases transparentes.

La estabilidad de un producto farmacéutico puede valorarse a través de los estudios
de estabilidad acelerada y de estabilidad de vida de estante. Los estudios de estabilidad
acelerada se realizan a temperatura controlada de 40+2 °C y 75+5% de humedad relativa,
valorandose inmediatamente tras su preparacion y tras 1, 2, 3 y 6 meses; mientras que los
estudios de estabilidad de vida de estante se llevan a cabo a 70% de humedad relativa

para una temperatura de 30 °C.

4.1. Estudio de estabilidad acelerada

Este tipo de estudio estd disefiado para lograr el incremento de la velocidad de
degradacion quimica y los cambios fisicos de la sustancia mediante condiciones de
almacenamiento extremas o exageradas, con el propdsito de monitorear las reacciones de
degradacion y predecir el periodo de validez bajo condiciones normales de
almacenamiento. En el disefio de estos estudios se pueden incluir temperaturas elevadas,
altas humedades y exposicion a luz intensa. Los resultados de estudios acelerados de
estabilidad deben ser complementados por los estudios efectuados en condiciones de

almacenamiento normales o en condiciones definidas (40).

4.2. Estudio de estabilidad de vida de estante

Este estudio se realiza para verificar la estabilidad a partir de lotes de produccion
almacenados bajo condiciones normales o naturales. Ademads, permite determinar el
periodo de validez, que es el tiempo necesario para que se degrade el 10% del principio

activo contenido en una forma de dosificacion (tiov). Para ello se hace necesario realizar
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el estudio de las caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas y biofarmacéuticas del
medicamento durante el periodo de validez propuesto bajo las condiciones de
almacenamiento adecuadas y en el sistema envase/cierre en que se propone
comercializar, o con el que circula en el mercado, permitiendo confirmar o establecer el

periodo de validez y las condiciones de almacenamiento (42).

4.3. Estudio de estabilidad de vida estante de la Furvina®

El estudio de estabilidad del IFA Furvina® se realizé en conformidad con la
regulacion del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) de Cuba (42), las normas Consejo
Internacional para la Armonizacion (ICH) de requisitos técnicos para productos
farmacéuticos de uso humano (43) y de la Farmacopea estadounidense (USP) (44). La
Tabla II muestra la evaluacion de los criterios establecidos para el control de la calidad

de la Furvina®.

Tabla II. Control de la calidad de la Furvina®.

Indices de calidad Limites de aceptacion

Caracteristicas organolépticas  Cristalino y seco, de color amarillo

Intervalo de fusion Entre 89,0 y 92,0 °C

Espectro UV/VIS Miéximo de absorcion a 372 nm
Pérdidas por desecacion <0,50%

Residuo de ignicion <0,10%

Metales pesados <20 nug/g

Contenido de Furvina® Entre 98,0 y 102,0%

Contenido de monobromado <1,00%
(MBr) (principal impureza)

Limite microbiano Recuento total de microorganismos aerobios

UFC/g: No mas de 10°
Recuento total combinado de hongos filamentosos y
levaduras

UFC/g: No mas de 10°
Ausencia de: Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

UFC: Unidad formadora de colonias
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5. QUIMICA VERDE Y QUIMICA ANALITICA VERDE.
MINIATURIZACION EN QUIMICA ANALITICA

No cabe duda del papel de la quimica para el desarrollo y bienestar de la sociedad
actual, siendo previsible que mantenga su protagonismo en el futuro mas cercano. Con
frecuencia se la ha relacionado con el deterioro medioambiental debido al amplio uso de
productos contaminantes y a la aplicacion de procesos energéticamente poco eficientes.

La quimica verde surgi®d para solventar estos problemas, manteniendo como
prioridad el respeto al medio ambiente al proporcionar sistemas ecoeficientes con ahorros
significativos de recursos y energia. En este sentido, la quimica verde minimiza o evita el
uso y/o generacion de sustancias peligrosas, reduciendo su impacto medioambiental y
sobre la salud humana. Sus tecnologias abarcan los distintos tipos de procesos quimicos,
incluyendo sintesis, separaciones, catalisis, condiciones de reaccion, analisis y medida.
De forma ideal una tecnologia en linea con la quimica verde incorpora sus principios
desde las primeras etapas del disefio de un nuevo proceso o producto (45). En la Tabla III
se incluyen los doce principios de la quimica verde que delimitan un marco de trabajo
para el disefio de nuevos materiales, productos, sistemas y procesos. Los principales

temas que dominan los 12 principios son: residuos, riesgos y energia (45).

Tabla III. Principios de la quimica verde.

Numero Principio
1 Prevencion de la aparicion de residuos
2 Maximizacion de la economia
3 Disefio de sintesis quimicas menos peligrosas
4 Disefio de reactivos quimicos y productos seguros
5 Uso de disolventes y condiciones de reaccion seguros
6 Aumento de la eficiencia energética
7 Uso de materias primas renovables
8 Prevencion en la generacion de derivados quimicos
9 Uso de catalizadores, no reactivos estequiométricos
10 Disefio de reactivos quimicos y productos degradables
11 Analisis en tiempo real para evitar contaminacion
12 Minimizacion de la posibilidad de accidentes
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5.1. Quimica analitica verde

La quimica analitica verde fue definida por Namie$nik y Lawrence como: "el uso de
las técnicas de quimica analitica y las metodologias que reducen o eliminan el uso de
disolventes, preservantes, reactivos y otros productos quimicos peligrosos para la salud
humana o el medioambiente y que proporcionan andlisis mas rapidos y eficientes
energéticamente sin comprometer los criterios de rendimiento". Los principios de la
quimica verde considerados como mads relevantes para el quimico analitico corresponden
a los principios 1, 5, 6, 8, 11 y 12 de la Tabla III (46).

Una buena monitorizacion del medio ambiente para un control seguro requiere
generalmente el andlisis de compuestos a muy bajas concentraciones en muestras de
matrices muy complejas (suelos, aguas, muestras bioldgicas, etc.), por lo que es necesaria
la aplicacion de procedimientos de aislamiento de los analitos y su preconcentracion
previa a la cuantificacion.

En esta linea se hallan las técnicas miniaturizadas de preparacion de la muestra, que
en su mayoria ofrecen la posibilidad de automatizacion, son técnicas selectivas y limpias,
répidas, eficaces e, idealmente, son baratas, sencillas y sin disolventes toxicos (46).

La guia de la quimica analitica verde establece los siguientes principios para las
técnicas analiticas verdes (47):

e Reduccion del uso de compuestos quimicos peligrosos para el medio ambiente, en

especial de los disolventes organicos

e Limitacion en la emision de vapores y gases

e Limitacion en la generacion de residuos toxicos

e Uso de disolventes amigables con el medio ambiente (agua, fluidos supercriticos,

liquidos i6nicos, etc.)

e Automatizacidn, siempre que sea posible.

e Los principales aspectos practicos de un procedimiento analitico basado en los

principios de la quimica analitica verde son:

e Para la muestra: reduccion de la cantidad requerida

e Para los reactivos: de naturaleza no toxica, seguros y procedentes de fuentes

renovables

e Para el método: automatizado, con minimo tratamiento de muestra, eludiendo

reacciones de derivatizacion

e Para la instrumentacion: miniaturizada y energéticamente eficiente
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e En cuanto al consumo: reduccion en el consumo de disolventes orgénicos toxicos

e Para el operador: mayor seguridad, minimo manejo de sustancias peligrosas.

El control de calidad de productos farmacéuticos no es ajeno a la ideologia de la
quimica analitica verde y encuentra numerosas oportunidades para alinearse con sus

principios en las distintas etapas del proceso analitico aplicado (48).

5.2. Miniaturizacion en quimica analitica

Se conoce como “miniaturizacion” en el area de la quimica analitica a la produccion
de nuevos sistemas de analisis sustancialmente reducidos en tamafio comparados con los
sistemas convencionales.

Asi, el término de miniaturizacidon no se refiere solo a la escala de la
instrumentacion, sino que también es aplicable a la minimizacion del uso de distintos
componentes como disolventes o reactivos. Este concepto no es nuevo, ya que comenzo
a extenderse en 1970 (48), aunque en la actualidad sigue siendo un reto.

La miniaturizacion contempla las etapas de preparacion de la muestra, separacion
analitica y deteccion, en la busqueda de la mayor sensibilidad, selectividad y precision en
el menor tiempo posible, aplicando los principios de la quimica analitica verde (49). Los
beneficios que supone la miniaturizacion en cada una de las etapas del proceso analitico
se encuentran descritos en la Tabla IV.

Para obtener la informacion analitica requerida de una muestra se necesita: conseguir
la muestra y conservarla bajo las condiciones adecuadas, su preparacion o tratamiento,
separacion, deteccion y el andlisis de datos. En la actualidad se tiende a miniaturizar

todas estas etapas; sin embargo, no se ha logrado para todas en la misma medida (50).
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Tabla IV. Beneficios de la miniaturizacion en el proceso analitico.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Consumo minimo de muestra

Libre de disolventes toxicos

Minimizacidn del uso de reactivos

Cero generacion de residuos

Incremento de los factores de enriquecimiento
Limpieza de la matriz de la muestra

Tiempos bajos de preparacion de la muestra
Procedimientos de facil manejo

Automatizacion, economia y portabilidad

SEPARACION ANALITICA

Minimizacion del consumo de muestra
Reduccion del uso de fases movil y estacionaria
Minima generacion de residuos

Maximas eficiencias de extraccion
Separaciones rapidas

Bajo consumo energético

Automatizacion, economia y portabilidad

SISTEMA DE DETECCION

Minimizacion del consumo de muestra

Reduccion en el uso de reactivos y gases

Minima generacion de residuos

Maxima sensibilidad

Mejora de la reproducibilidad con pequefios voliimenes
Respuesta rapida

Minimo consumo energético

Automatizacion, economia y portabilidad

PREPARACION DE LA MUESTRA: MICROEXTRACCION

Las desventajas de los métodos clasicos de tratamiento de muestra hicieron patente la

necesidad de desarrollar nuevas técnicas mas eficientes y amigables con el
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medioambiente. En los ultimos afos, las técnicas de microextraccion se han postulado
como una alternativa que responde a los inconvenientes presentados por las técnicas
convencionales. Entre las numerosas ventajas que presentan las técnicas de
microextraccion destacan su alta capacidad de extraccion, mejorando la sensibilidad de
los métodos de analisis, su sencilla y rapida aplicacién con bajos costes, la posibilidad de
ser automatizadas y el hecho de ser mas respetuosas con el medioambiente (51).

Las técnicas de microextraccion pueden dividirse en dos grandes grupos
dependiendo de que los analitos sean aislados en una fase liquida o sélida, hablando asi
de microextraccion en fase liquida (LPME) y microextraccion en fase solida (SPME),
respectivamente. Tanto LPME como SPME han sido aplicadas en andlisis farmacéutico
(52). A continuacion, se explican brevemente las técnicas LPME haciendo hincapié en la

metodologia aplicada en esta Tesis Doctoral.

6.1. Microextraccion en fase liquida

Las técnicas LPME surgieron de la necesidad de superar los inconvenientes de la
extraccion liquido-liquido (LLE) convencional como son el uso de volumenes grandes de
disolventes organicos potencialmente peligrosos y toxicos, los largos tiempos de
aplicacion o las numerosas etapas de operacion. LPME es considerada una version
miniaturizada de LLE, ya que se utilizan volimenes de fase aceptora del orden de
microlitros (53). Desde sus inicios, LPME ha ido evolucionando en diferentes
modalidades, que difieren principalmente en el modo en que las fases dadora y aceptora
se ponen en contacto. A continuacion, se describen las metodologias LPME mas
destacadas:

La microextraccion en gota simple (SDME) es la técnica LPME mas antigua y se
basa en la distribucion de los analitos entre la disolucion de la muestra y una gota de fase
extractante sostenida por una jeringa. El disolvente extractante puede entrar en contacto
directo con la muestra o exponerse al espacio de cabeza de la muestra. La estabilidad de
la gota extractante puede verse comprometida, especialmente cuando la disolucion de
muestra contiene particulas en suspension o se agita a gran velocidad. Una variante de
SDME es la microextraccion en gota directamente suspendida (DSDME), en la que la
gota extractante se deposita sobre la superficie de la disolucion de muestra, siendo
mantenida en agitacion (54).

Cuando la fase extractante es albergada en el interior de una fibra polimérica

hablamos de microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME). La naturaleza
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porosa de la fibra estabiliza al disolvente extractante impidiendo su fuga, siendo asi mas
reproducible y precisa que SDME (55).

El fundamento de la extraccién en punto de nube (CPE) es el comportamiento de las
disoluciones acuosas de agentes surfactantes no i6nicos al aumentar su temperatura, que
por rapida agregacion de las micelas del surfactante genera una turbidez, que da lugar a
una rapida extraccion de los compuestos de interés (56).

La microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) es la técnica LPME maés
aplicada y, dado que ha sido empleada en la presente Tesis Doctoral, se explica con mas

detalle en la siguiente seccion.

6.1.1. Microextraccion dispersiva liquido-liquido

¢ Principios basicos de DLLME

La técnica DLLME fue introducida por primera vez en el afio 2006 por Assadi et al.
(57) y Rezaee et al. (58). DLLME se basa en el uso de un sistema ternario de disolventes
(59-62), donde un disolvente organico inmiscible con el agua y mas denso que ella
(como, por ejemplo, tetraclorometano, cloroformo, disulfuro de carbono, nitrobenceno,
bromobenceno, clorobenceno o 1,2-diclorobenceno) se dispersa en forma de finisimas
gotas en el seno de la fase acuosa con la ayuda de un disolvente dispersante (como
metanol, etanol, acetonitrilo o acetona) altamente miscible tanto con la fase extractante
como en la acuosa, que provoca un aumento de la superficie de contacto y, por tanto, de
la eficiencia de extraccion.

En la practica, la mezcla de fases extractante y dispersante se inyecta rapidamente en
la muestra y con ayuda de una jeringa, produciéndose una gran turbulencia. Este régimen
turbulento da lugar a la formacion de pequefias gotas que se dispersan a través de la
muestra acuosa, por lo que el equilibrio de reparto se alcanza rapidamente y la extraccion
es independiente del tiempo, siendo esta la principal ventaja del método.

Esta simple metodologia presenta todas las ventajas de las técnicas LPME como facil
manejo, bajo coste, minimo gasto de muestra y disolventes, asi como minima generacion
de residuos. Ademas, DLLME presenta otras caracteristicas que merece la pena destacar:
a) rapidez para alcanzar el equilibrio debido a la gran superficie de contacto entre el
disolvente extractante y la fase acuosa, b) cortos tiempos de extraccion y c) altos factores

de enriquecimiento (58). La Figura 4 muestra un esquema del procedimiento descrito.
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Figura 4. Representacion esquematica del proceso de DLLME.

La naturaleza del disolvente dispersante puede influir en la distribucién del tamafio
de gota, el tamafno de gota medio y en la viscosidad de la emulsion (63). Una vez que se
produce la extraccion, la disolucidon turbia se centrifuga. El disolvente extractante se
deposita en el fondo del tubo conico y es recuperado para su analisis mediante la técnica

mas adecuada, con o sin tratamiento previo (64).

¢ Ecuaciones basicas

Como ya se ha comentado con anterioridad, en DLLME el equilibrio de reparto entre
la fase acuosa y el disolvente extractante se alcanza muy rapidamente, siendo esta una
importante ventaja de la técnica.

Se define el factor de enriquecimiento (EF) como la relacion de la concentracion de
analito en la fase sedimentada (Cseq) y la concentracion inicial de analito (Co) en la
muestra:

EF = Cur (Ecuacion 1)
CO
donde Cseq se obtiene a partir de una grafica de calibrado.
Por otro lado, la recuperacion de la extraccion (ER) se establece como el porcentaje

de la cantidad total de analito (no), extraida en la fase sedimentada (nseq):

Co XV,
ER = T 5100 = =2 = st 100 (Ecuacién 2)
n, G xV,
ER = (=) EF x 100 (Ecuacién 3)
ag

donde Vseq y Vag son los volumenes de la fase sedimentada y de la disolucion de

muestra, respectivamente.
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¢ Parametros que afectan la DLLME

Los parametros que afectan a la eficiencia de la DLLME son la naturaleza y el
volumen de los disolventes extractante y dispersante, el volumen, concentracion de sal y
pH de la disoluciéon de la muestra, asi como el tiempo de extraccion y el tiempo y
velocidad de centrifugacion.

La seleccion de una fase extractante apropiada es el parametro mas importante para
el proceso DLLME. La eleccion final debe hacerse tras comparar sus diferentes
propiedades fisicas para alcanzar buena sensibilidad, precision y selectividad. Para los
disolventes organicos se considera que tengan mayor densidad que el agua, capacidad de
extraccion de los analitos y buen comportamiento cromatografico, si el analisis implica
este tipo de separacion. En este sentido, los disolventes extractantes usualmente
adoptados son cloroformo, diclorometano, clorobenceno, tetracloruro de carbono y
tetracloroetileno.

El volumen del disolvente extractante tiene un efecto importante sobre el valor de
EF alcanzado. Al aumentar el volumen del disolvente extractante, aumenta el volumen de
la fase sedimentada obtenida por centrifugacion, llevando a una disminucion del EF. Por
tanto, el volumen Optimo del disolvente extractante debe asegurar simultdneamente altos
valores de EF y volumen suficiente de la fase sedimentada para su analisis posterior. Para
alcanzar altos valores de EF se necesita una relacion pequefia fase extractante/muestra y
una alta relacion de distribucion, K, definida como la relacion de concentraciones del
analito en el extractante y la fase acuosa en el equilibrio. Por tanto, el pardmetro K, que
depende en gran medida del tipo y naturaleza de la fase extractante, es una variable
clave; asi, es necesario enfatizar las diferentes fases extractantes que se pueden utilizar,
teniendo en cuenta las propiedades fisicas, tales como punto de ebullicion, presion de
vapor, solubilidad en agua, densidad, viscosidad, tension superficial, momento dipolar y
constante dieléctrica.

Por otra parte, el disolvente dispersante deberia ser miscible tanto con el disolvente
de extraccion como con la muestra acuosa. Los disolventes dispersantes mas utilizados
son acetona, metanol, etanol y acetonitrilo.

El volumen del disolvente dispersante influye directamente sobre la formacion de la
turbidez (agua/disolvente dispersante/disolvente extractante), el grado de dispersion del
disolvente extractante en la fase acuosa y, en consecuencia, en la eficiencia de
extraccion. La modificacion del volumen de disolvente dispersante afecta al volumen de

fase sedimentada, por tanto, dado que son variables que estan interrelacionadas, es
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necesario modificar los volumenes del disolvente dispersante y extractante
simultdneamente, para alcanzar un volumen de la fase sedimentada constante. El
volumen util del disolvente dispersante para obtener una disolucion suficientemente

turbia depende del volumen tanto de la fase acuosa como del disolvente extractante.

¢ Variaciones de DLLME clasica

A pesar de la amplia aceptacion de la técnica DLLME clasica, algunos
inconvenientes y limitaciones han conducido al desarrollo de variantes. Destacan como
inconvenientes:

a) el uso de disolventes organoclorados que no son respetuosos con el medio
ambiente,

b) el uso del disolvente dispersante que compite con el disolvente extractante durante
la extraccion y puede reducir los EFs, y

¢) la necesidad de centrifugar para recuperar la fase enriquecida. A continuacion, se
presentan las modificaciones propuestas para solventar estas desventajas.

Para minimizar el impacto negativo sobre el medio ambiente producido por los
disolventes extractantes tradicionalmente usados en DLLME se propone:

La variante de solidificacion de gota flotante (SFOD-DLLME) se basa en el uso de
disolventes organicos de menor densidad que el agua. Para solventar la mayor dificultad
en la recogida de la gota desde la superficie de la fase acuosa, se congela y asi resulta
muy sencilla su recuperacion con ayuda de una espatula y, tras su vuelta al estado
liquido, se somete a analisis (65).

El uso de liquidos i6nicos (ILs) como extractantes en DLLME fue propuesto por
primera vez por Liu et al. (2009) (66) y usualmente nos referimos a la técnica como IL-
DLLME. Una variante de IL-DLLME implica la formacion del IL in situ en el seno de la
fase dadora (IL-DLLME) a través de una reaccion de metatesis (67).

La DLLME basada en disolventes supramoleculares (SM-DLLME) se desarrollé en
2011 y también ha sido aplicada en anélisis farmacocinético (68).

Con objeto de disminuir o evitar el uso de disolventes dispersantes se proponen
diferentes alternativas:

La variante DLLME asistida con surfactantes (SA-DLLME), en la que el
comportamiento anfifilico de estos compuestos permite disminuir la tension superficial
entre las fases acuosa y extractante, facilitando asi la dispersion del extractante en la

muestra (69).
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La dispersion de la fase extractante también puede conseguirse mediante la
aplicacion de energia externa. La DLLME asistida por ultrasonidos (UA-DLLME)
consiste en el uso de la energia de ultrasonidos como alternativa al disolvente dispersante
y cuenta con diferentes aplicaciones en andlisis de fArmacos como la determinacion de
niacinamida (70). La energia externa también puede aplicarse mediante agitacion vortex
(VA-DLLME), presentada por primera vez por Yiantzi et al. (2010) (71), o mediante un
flujo de aire (AA-DLLME), siendo esta ultima variante la mas reciente y que cuenta con
interesantes aplicaciones como la preconcentracion de farmacos veterinarios en huevo
(72).

Por ultimo, para evitar el largo periodo de centrifugacion, se propone la modalidad
de demulsificacion provocada por disolventes, que consiste en afiadir un volumen de un
disolvente organico, generalmente el dispersante, tras la formacion de la emulsion e
inmediatamente la mezcla comenzara a separarse en dos fases (73).

Se han descrito distintas técnicas derivadas de la DLLME dando lugar a muchos
acrénimos para técnicas que tienen variaciones minimas o incluso para referirse a la
misma técnica, lo que hace que muchas veces sea tediosa la clasificacion. Sandrejova et
al. realizaron una estandarizacion y simplificacion de los términos (74). Ademas, esta
técnica estd ya muy extendida en la comunidad cientifica, asi lo expresan las casi 800
referencias encontradas en la Web of Science que hacen referencia a esta técnica en los

ultimos 5 afios.

¢ Analisis de extractos DLLME

Para el analisis de los extractos organicos obtenidos tras la aplicacion de DLLME se
han empleado diferentes técnicas analiticas, siendo las cromatograficas las comiunmente
seleccionadas. Debido a la compatibilidad de los disolventes organoclorados con los
sistemas de inyeccion tradicionales con y sin division de flujo en cromatografia de gases
(GC) (75), esta fue la primera técnica aplicada. Los compuestos no volatiles no pueden
ser analizados mediante GC, sin una etapa previa de derivatizacion que los convierta en
derivados volatiles. Por tanto, la cromatografia liquida (LC) es idonea para la separacion
de compuestos no volatiles, y considerando que su modalidad en fase inversa es la mas
comun, el uso de disolventes extractantes en DLLME compatibles con las fases moviles
aplicadas en fase inversa resulta muy interesante. Cuando se emplean disolventes
extractantes clasicos, tales como clorobenceno, tetracloruro de carbono, cloroformo o

tetracloroetileno, es necesario evaporarlos y reconstituirlos en un disolvente compatible



34 Introduccion

con la fase movil empleada (76,77). Esta etapa de evaporacion y reconstitucion puede
evitarse en caso de usar extractantes tales como l-octanol y 1-undecanol, pues son
miscibles con las fases moviles de LC en fase inversa. Sin embargo, la eleccion de este
tipo de disolventes no es siempre adecuada, bien porque no extraigan eficientemente los
analitos o bien por la dificultad para la recoleccion de la fase enriquecida por su menor
densidad que la fase acuosa.

Aunque la mayoria de los estudios DLLME se han aplicado a compuestos organicos,
los analitos inorganicos también han sido preconcentrados mediante esta técnica. Dado
que la espectrometria de absorcidon atomica con atomizacion electrotérmica (ETAAS)
emplea micro-volumenes de muestra, la combinacion DLLME-ETAAS resulta muy
interesante. Para ello, se agrega un agente complejante a la disolucion de la muestra,
siendo entonces aplicada la etapa DLLME mediante los disolventes extractante y

dispersante més adecuados (78).

¢  Areas de aplicacion de DLLME

Las primeras aplicaciones de la DLLME se centraron en el analisis de matrices muy
simples, siendo las muestras acuosas las mas estudiadas. Sin embargo, el interés en otros
campos como el analisis de alimentos ha aumentado durante los Gltimos anos, viéndose
su aplicacion directa en ocasiones dificultada debido a la interaccioén de los componentes
de la matriz de este tipo de muestras con los disolventes organicos. En estos casos, la
simplificacion previa de la matriz de la muestra o la aplicacion de modificaciones de la
DLLME clasica han proporcionado exitosos resultados. Las areas de aplicacion donde
DLLME bajo sus distintas variantes ha sido aplicada en mayor extension son el analisis

de alimentos (76), farmacéutico y biologico (79-81), forense (82,83) y ambiental (84).

7. TECNICAS ANALITICAS PARA CARACTERIZACION QUIMICO-
FARMACEUTICA DE FARMACOS. DETERMINACION DE FURVINA®

La caracterizacion quimico-farmacéutica de un formulado farmacéutico resulta de
gran interés para la evaluacion de la calidad de multiples atributos del producto,
necesarios para garantizar su eficacia y seguridad (85). Estos productos cumpliran su
objetivo solo si contienen la cantidad de IFA adecuado a su propdsito y si estan libres de
impurezas y se administran en la cantidad adecuada. Los farmacos pueden desarrollar
impurezas en diversas etapas de su fabricacion, transporte y almacenamiento y, dado que

las impurezas pueden suponer un riesgo para la salud, deben detectarse y cuantificarse.
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La calidad de un farmaco puede valorarse mediante diferentes técnicas analiticas
como técnicas volumétricas, cromatograficas, espectroscopicas, electroforéticas y
electroquimicas, entre otras (86), destacando: espectroscopia de absorcion molecular
ultravioleta-visible (UV/VIS), espectroscopia infrarroja (IR), espectrometria de masas
(MS), resonancia magnética nuclear (RMN), difraccion de rayos X (XRD), electroforesis
capilar (EC), cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y GC.

A continuacion, se detalla brevemente el fundamento de las técnicas analiticas
empleadas en esta Tesis Doctoral para el estudio de la laca de ufias en base Furvina®

enmarcandolas dentro de su papel en el andlisis y control de calidad de productos

farmacéuticos.

7.1. Espectrofotometria de absorcion molecular UV/VIS

La espectrofotometria de absorcion molecular UV/VIS, cominmente llamada
espectrofotometria UV/VIS, tiene una larga y continua historia en el campo de la quimica
analitica. Esta técnica esta basada en la medicion de absorcion de radiacion UV o visible
por determinadas moléculas. Esta basada en la Ley de Bouguer-Lambert-Beer (20) y
permite corregir la dependencia de la concentracion y otros factores operacionales al
comparar distintos compuestos. La absorbancia especifica de una sustancia disuelta se
refiere a la absorbancia de una disolucion al 1,0 % (m/v), en una cubeta de camino Optico
(I)de 1 cm.

La precision de las mediciones de absorbancia, siendo excelente, puede verse
afectada por factores tales como:

* Error en la posicion de la cubeta, debido a variaciones en la geometria que
modifican el paso de luz, mediante ligeras diferencias en la reflexion y refraccion de cada
superficie.

* Problemas de contaminacion cruzada. Cuando se desea obtener mayor precision y
veracidad se recomienda utilizar siempre la misma cubeta para una muestra determinada.

* Diferencias en la preparacion de las muestras, asi como suciedades y erosiones en
las cubetas.

Por otro lado, cabe destacar las ventajas de estos métodos relacionadas con el bajo
consumo de tiempo y mano de obra. El uso de la espectrofotometria UV/VIS,
especialmente aplicada al andlisis de productos farmacéuticos, ha aumentado

notablemente en los ultimos afios. Cuando la especie de interés no absorbe radiacion
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UV/VIS, los métodos colorimétricos se aplican mediante la formacion de complejos,
implicando reacciones de oxidacion-reduccion o haciendo uso de su efecto catalizador
(86).

La espectrofotometria UV/VIS puede aplicarse de forma directa en la identificacion
y cuantificaciéon de Furvina® ya que los grupos cromoéforos y la conjugacion presente en
su estructura molecular originan dos bandas: una n - ©* de menor intensidad a 250 nm y
otra de mayor intensidad n*- n* que aparece a 372 nm. En la Figura 5 se puede observar

el espectro de absorbancia de una disolucién de Furvina® preparada en etanol.
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Figura 5. Espectro de absorcion de la Furvina® en etanol.

7.2. Espectroscopia infrarroja

Esta técnica se basa en la absorcion por parte de la muestra de radiaciones
electromagnéticas comprendidas en la region infrarroja (entre 10 y 12500 cm™) debido a
la interaccion de la radiacion con los enlaces quimicos. Normalmente, la region infrarroja
suele dividirse en tres zonas, puesto que las diferencias energéticas entre ellas son
relevantes y no involucran las mismas transiciones. Mientras que en el infrarrojo cercano
(NIR, entre 12500 y 4000 cm™) aparecen las transiciones de vibracion de sobretonos y
bandas de combinacion, en el infrarrojo medio (MIR, entre 4000 y 400 cm™') lo hacen las
vibraciones y rotaciones fundamentales y, por ultimo, en el infrarrojo lejano (FIR, entre
400 y 10 cm™) pueden contemplarse las vibraciones como consecuencia de la rotacion
pura de las moléculas (87).

Para que la radiacién sea absorbida por una molécula, su energia debe coincidir con

la frecuencia de vibracion de algun enlace de la molécula en cuestion. Ademads, dicha
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vibracion debe producir un cambio en el momento dipolar de la molécula como
consecuencia de la interaccion producida con la radiacion incidente (lo que constituye la
regla de seleccion basica para que una molécula sea activa en la region de infrarrojo). Por
lo tanto, la interaccion de la radiacion infrarroja con la materia puede entenderse en
términos de modificacion de los dipolos moleculares asociados con vibraciones y
rotaciones. Asi, las vibraciones producidas pueden implicar o bien un cambio en la
longitud de la distancia entre dtomos a lo largo del eje del enlace (modos de estiramiento
o tension) o bien en el angulo entre enlaces (modos de flexion) como aparece indicado la
Figura 6. A su vez, los modos de tensiéon pueden aparecer en los enlaces de forma
simétrica o antisimétrica (estando coordinados en fase o no) y los modos de flexién
pueden ocurrir en el mismo plano de la molécula o fuera de ¢l, existiendo variedades
como el tijereteo, balanceo, aleteo o torsion.

Puesto que las moléculas simétricas no conducen a un cambio en el momento dipolar
tan facilmente como lo hacen las asimétricas, esto lleva a la conclusion de que las
primeras tendran menos vibraciones activas en la region infrarroja (por lo que dichas
vibraciones seran mas débiles que las antisimétricas). Por tanto, en el caso de la Furvina®
las vibraciones de enlaces tipo C=C producirdan bandas débiles en el espectro infrarrojo,
mientras que las vibraciones de enlaces formados por elementos con polaridad muy
distante se asocian con bandas muy intensas. En conjunto, la simplicidad o complejidad
de un espectro infrarrojo vendra dada por el acoplamiento entre las distintas vibraciones
que tienen lugar en gran parte o la totalidad de la molécula involucrada. Esto se
denomina el “esqueleto vibracional” de la molécula y suele producir un patrén o huella

dactilar espectral del conjunto de la misma.
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Figura 6. Esquema de las vibraciones moleculares fundamentales (88).
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El primer acoplamiento de la microscopia con un espectrometro de infrarrojo se
describid a mitad del siglo XX, con la intencion de usarlo en el estudio y analisis de areas
de muestra minusculas. Sin embargo, los espectros obtenidos carecian de la calidad
suficiente para su correcta interpretacion y la resolucion espacial era baja. Los avances
tecnolodgicos relativos a instrumentacion que se han producido en las dos ultimas décadas
(88) han permitido nuevos desarrollos en los sistemas Opticos, asi como en fuentes de
radiacion infrarroja mas potentes y avances en el sector de los detectores. Todo esto ha
permitido el uso masivo y la expansion de la microespectroscopia infrarroja para el

estudio de sistemas complejos (89,90).

7.3. Técnicas cromatograficas

Es sabido que la cromatografia es una técnica de separacion de mezclas de
multicomponentes en componentes individuales, gracias sus diferentes migraciones a lo
largo de la fase estacionaria. Las separaciones cromatograficas pueden llevarse a cabo en
fase liquida o en fase gaseosa. La muestra se introduce en una fase fluida en movimiento
denominada fase mévil. Durante toda la separacion la fase movil transporta la muestra a
través de un volumen o una capa de fase estacionaria y las interacciones quimicas de los
analitos pueden ocurrir a lo largo de toda la fase estacionaria. Después, son detectados
los componentes separados midiendo los cambios que se producen en una serie de
propiedades fisicas o quimicas (conduccién de corriente eléctrica, absorcion de luz o
habilidad para conducir el calor, entre muchas otras). La gran aplicabilidad de la
cromatografia se debe a la amplia variedad de condiciones que pueden utilizarse para
separar los componentes de una mezcla.

Los métodos cromatograficos son una excelente herramienta en el andlisis de
productos farmacéuticos. Tanto TLC, como HPLC y GC permiten el analisis sistematico
de la composicion cualitativa y cuantitativa de estos productos. Asi, HPLC es una
herramienta de gran utilidad cuando se combina con diferentes detectores como los
basados en espectroscopia UV/VIS, MS y la deteccion de fluorescencia para la
monitorizacion de numerosos IFAs. Ademas, TLC combinada con densitometria y MS
resulta adecuada para el cribado preliminar y determinacion de actividad biologica de
sustancias de origen vegetal. Las combinaciones de GC con MS y MS en tindem
(MS/MS) resultan de particular importancia en el analisis de sustancias volatiles, como

los aceites esenciales. Hasta hoy, HPLC puede considerarse como la técnica analitica
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predominante en andlisis farmacéutico debido a su versatilidad, reproducibilidad y gran

cantidad de aplicaciones en investigacion y control de calidad (91).

7.4. Difraccion de rayos X

Se trata de una de las técnicas mas utilizadas en el estudio de la materia solida,
aunque también encuentra aplicaciones en analisis de estados desordenados. Constituye
una metodologia muy establecida, aunque no deja de renovarse continuamente. Sus
origenes se remontan a principios del siglo XX, cuando Laue (1912) y W.H. Bragg y
W.L. Bragg (1915) disefiaron experimentos sobre la difraccion y reflexion de los rayos X
por la materia cristalina que permitieron mostrar la naturaleza electromagnética de esta
radiacion. Los picos de XRD se producen por interferencia constructiva de un haz
monocromatico de rayos X dispersos en angulos especificos desde cada conjunto de
planos de red en una muestra. Las intensidades de los picos estan determinadas por la
distribucién de los atomos dentro de la red. En consecuencia, el patron de XRD es la
huella digital de las disposiciones atomicas periddicas en un material determinado. Asi,
la técnica proporciona informacion sobre estructuras, fases, orientaciones cristalinas
preferidas (textura) y otros parametros estructurales, como tamafio promedio de grano,
cristalinidad, deformacion y defectos cristalinos (92).

En la actualidad, la XRD tiene multitud de aplicaciones en el estudio de la materia
solida: unas veces a partir de mezclas de sistemas de solidos en polvo policristalinos
(cristales o particulas de tamafios inferiores a 100 micras) y otras a partir de cristales con
alas milimétricas de dimensiones cercanas, y que pueden analizarse individualmente
como sistemas monocristalinos. Actualmente, la técnica avanza hacia el analisis de
muestras estructuradas en dimensiones submicrométricas e, incluso, para el andlisis
estructural de sistemas no solidos. Para todos ellos se pueden realizar estudios no

destructivos de diversos tipos:
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e Analisis cualitativo

e Analisis cuantitativo

e Analisis microtextural

- Tamafno del cristal = mosaico = dominio coherente (cristalinidad)

- Deformacion no homogénea (deformacion)

- Tensores de expansion térmica (termo-difraccion)

e (Cambios de fase (reacciones en estado s6lido, procesos secuenciales)

e Andlisis estructural (posiciones atdémicas, oscilaciones atémicas térmicas,

desorden posicional).

La XRD es una técnica muy utilizada para caracterizar materiales organicos,
inorganicos, superconductores, cementos, minerales, materiales corrosivos, metales y
aleaciones, polimeros, detergentes, pigmentos, materiales forenses, productos
farmacéuticos, zeolitas, ceramicas y explosivos.

La mayoria de los IFAs existen en estado s6lido en condiciones ambientales y el
conocimiento detallado de su estructura cristalina es importante para comprender las
propiedades fisicoquimicas que pueden afectar la actividad farmacolédgica. Asi, en el
ambito farmacéutico, durante el proceso de disefio, desarrollo y formulacion de farmacos,
la XRD para estudio de sistemas en polvo puede ayudar a establecer la morfologia y el
grado de cristalinidad, proporcionar una identificacion polimoérfica tnica y determinar la
cantidad de cada componente en la mezcla. Con XRD también puede estudiarse la
influencia de factores ambientales, como la humedad, en las propiedades fisicas de los

farmacos (92,93).

7.5. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica de andlisis térmico que
permite estudiar aquellos procesos en los que se produce una variacion entélpica (94). La
finalidad de este ensayo es registrar el cambio de entalpia que tiene lugar entre la muestra
y un material inerte de referencia en funcion de la temperatura o del tiempo, cuando
ambos estan sometidos a un programa controlado de temperaturas (95). Ambos son
colocados en cépsulas idénticas que se calientan de manera independiente mediante
resistencias. Cuando en la muestra tiene lugar una transformacion fisica o quimica
acompafiada de una liberacion o absorcion de calor, se adiciona energia térmica, bien sea

a la muestra o a la referencia, equivalente en magnitud a la energia asociada a dicho
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proceso, con el objetivo de mantener ambas a la misma temperatura (principio del
“balance nulo” de temperatura). De esta manera, la energia térmica suministrada
proporciona una medida calorimétrica directa de la energia de la transicion (96).

La técnica DSC resulta esencial en el campo de la ciencia de los materiales debido a
su elevado grado de sensibilidad y a su rapida velocidad de analisis (97). No obstante, es
sabido que el conocimiento de la estabilidad térmica de un IFA, asi como la
caracterizacion de sus transiciones, es de primordial interés en las entidades quimicas con
potenciales aplicaciones en la industria farmacéutica y su uso va enfocado en la mayoria
de los casos a la medicion de la temperatura de fusion de la muestra (98), con el objetivo

de garantizar la accion terapéutica aportada por el IFA al nuevo farmaco.

7.6. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica Optica que brinda
informacion morfologica y tipografica de la materia (98). Mediante la formacion de
imagenes, se reflejan las propiedades superficiales de la muestra y se obtienen detalles de
la forma, textura y composicion quimica elemental de los constituyentes presentes en la
misma (100). Para lograrlo, solo se necesita garantizar que las sustancias sean puras,
secas, buenas conductoras de la electricidad y resistentes al alto vacio aplicado por la
instrumentacion. Si se precisa estudiar un material no conductor, se impone secar y
recubrir con una delgada capa metélica conductora, que en muchas ocasiones es oro,
paladio o aleaciones de platino-oro u oro-paladio (101).

Esta poderosa técnica mejora la resolucion de las imdgenes obtenidas por un
microscopio Optico convencional, ofrece la oportunidad de observar entes de pocas
micras y en algunos casos nanométricos (102) y proporciona ademds anélisis
microsemicuantitativos de la composicion de un pequeiio volumen de muestra mediante
la dispersion de rayos X (103). La interaccion de los electrones de alta energia emitidos
(haz incidente) con la muestra son percibidos por los correspondientes detectores para
producir una sefial eléctrica que da lugar a la formacion de imagenes (104), que pueden
ser clasificadas en:

e Dispersion elastica: Resulta de la desviacion del electron incidente por el
nucleo atomico de la muestra o por los electrones de la capa exterior con
energia similar. Este tipo de interaccion va acompanada por una pérdida de

energia insignificante. Los electrones incidentes, que son eldsticamente
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dispersados a través de un angulo mayor de 90°, se llaman electrones
retrodispersados.

e Dispersion inelastica: Se produce a través de una variedad de interacciones
entre los electrones incidentes y los electrones o dtomos de la muestra. La
cantidad de energia perdida depende de la manera en que son excitados los
electrones de la muestra.

La Figura 7 muestra las regiones a partir de donde se generan los diferentes tipos de

sefales que se detectan mediante SEM.
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Figura 7. Regiones donde se generan los diferentes tipos de sefiales detectadas mediante

SEM (105).

En la actualidad, para incrementar la velocidad de disolucion de un producto
farmacéutico y, por tanto, su biodisponibilidad, el uso de adsorbentes como ingredientes
en la formulacion se halla ampliamente extendido. Los adsorbentes también se utilizan
en la formulacion de sustancias con liberacion de farmaco modificada u objetivo en un
tejido especifico. La técnica SEM se encuentra entre las herramientas mas poderosas para
la caracterizacion de sistemas terapéuticos modernos con adsorbentes porosos, junto con
DSC, espectroscopia IR y Raman, asi como XRD (106,107). La evaluacion de la
presencia de metales residuales en farmacos también ha sido abordada mediante la

combinacion de SEM con espectroscopia de rayos X de energia dispersiva (EDX).

7.7. Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman se basa en el efecto descrito por Chandrasekhara Venkata

Raman en 1928, que observd que cuando una radiacion monocromética interacciona con
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una molécula, la radiacion es dispersada de forma elastica, en mayor medida, e
ineldsticamente en una proporcion mucho menor. Mientras que la primera presenta la
misma frecuencia que la radiacion incidente (radiacion Rayleigh), la radiacion dispersada
inelasticamente posee frecuencias tanto mayores (anti-Stokes) como menores (Stokes) a
las de la radiacion de excitacion. Este cambio en la frecuencia de la radiacion dispersada
estd relacionado con transiciones vibracionales y, por tanto, proporciona informacion
relevante acerca de la estructura molecular de las sustancias implicadas.

Esta técnica aporta datos inequivocos acerca de la identificacion molecular de los
materiales y ofrece numerosas ventajas, entre las que pueden destacarse su naturaleza no
destructiva ni invasiva, la escasa preparacion de muestra necesaria y la posibilidad que
ofrece de trabajar con sustancias de tamafio pequefio o muy reducido, y siendo aplicable
en estado solido, liquido y gaseoso. Ademas, en la mayoria de los casos, implica tiempos
de analisis cortos y medidas facilmente reproducibles (108).

Sin embargo, la mayor desventaja de la espectroscopia Raman esta relacionada con
el fenomeno de la fluorescencia, el cual tiene lugar cuando una molécula absorbe parte de
la radiacion incidente para situarse en un estado -electrénico excitado (109).
Posteriormente, decae hasta niveles vibracionales de menor energia a través de
transiciones no radiativas y, finalmente, se relaja hasta el estado electronico fundamental
emitiendo radiacion. Aunque este fenomeno puede, en parte, contrarrestarse mediante el
empleo de una fuente de radiacion laser de menor energia (es decir, mayor longitud de
onda) para evitar la transicion descrita hasta el estado electronico excitado, también
implica una menor cantidad de moléculas que experimentaran la dispersion Raman
(disminuyendo de igual forma la sensibilidad y efectividad de la medida). En la
espectroscopia Raman se emplea una radiacion monocromatica de alta intensidad (laser),
un dispositivo dispersivo para seleccionar la longitud de onda deseada y descartar la
radiacion Rayleigh, una serie de espejos y lentes que direccionan la radiacion y, por
ultimo, el detector.

Desde que en 1966 se introdujera el concepto de que la radiacion dispersada era
independiente del volumen de muestra analizada, el uso de la microespectroscopia
Raman creci6 rapidamente y fue implementada en multitud de campos cientificos para el
analisis no invasivo y sin apenas preparacion previa de micromuestras (110).

Para emplear esta técnica hay que implementar un microscopio, en el cual la
radiacion de la fuente laser se enfoca en una pequefia hendidura para constituir una

fuente de dispersion limitada y, seguidamente, se dirige sobre las lentes. Una vez la
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radiacién Rayleigh ha sido bloqueada, la dispersion Raman contintia hasta el detector,
donde se mide la intensidad recibida para cada longitud de onda. La microespectroscopia
Raman permite la obtenciéon de un mejor enfoque de la zona deseada de muestra,
caracteristica que beneficia a la hora de realizar medidas de mapeos en los que se quiera
obtener informacién molecular y detallada de las heterogeneidades de la muestra. De esta
forma, se facilita la diferenciacion precisa entre tejidos, irregularidades o zonas
especificas que existan en la muestra, haciendo posible los estudios de comparacion entre
las mismas.

A modo de resumen, las espectroscopias Raman e infrarroja son técnicas
vibracionales que permiten la obtencion de informacion molecular y de enlace de manera
no invasiva, y son comunmente consideradas como técnicas de analisis complementarias
(110). Esto es debido a que la diferencia de energia involucrada en las transiciones
Raman es del mismo orden que la de las transiciones vibracionales que tienen lugar en la

region del infrarrojo (Figura 8).

M Esrado

Figura 8. Transiciones producidas entre los estados energéticos en el efecto Raman y de

absorcion vibracional infrarroja (87).

7.8. Espectrometria de absorcion atomica con atomizacion electrotérmica

La determinacion de los metales es importante para la salud humana ya que en
concentraciones bajas son necesarios para garantizar funciones del organismo humano,
pero en concentraciones elevadas resultan ser toxicos. Existen metales que son muy
toxicos ya que se acumulan facilmente debido a su toxicidad y biodisponibilidad en
organismos animales y vegetales, por lo que deben establecerse limites debido a que

causan efectos adversos a corto o largo plazo (111).
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La presencia de impurezas elementales puede surgir en los productos farmacéuticos
en diferentes condiciones. Estas impurezas incluyen especies metélicas y no metalicas,
que pueden ser toxicas o no. La contaminacién por metales, tales como plomo, cadmio,
mercurio y arsénico, ha sido detectada en ocasiones en productos naturales, medicinas
tradicionales orientales o hierbas medicinales, siendo relacionada principalmente con la
deposicion de metales en el suelo, contaminacion de aguas, o su presencia como
contaminantes en fertilizantes y pesticidas. Los productos sintéticos tampoco estan libres
de este tipo de contaminaciones, ya que se enfrentan a la deposicion de catalizadores, la
contaminacion del agua, de las materias primas y excipientes, asi como a procesos de
fabricacion incontrolados. Los envases de los firmacos también pueden resultar una
fuente de contaminacion.

La USP, la Farmacopea Europea (Ph. Eur.), la Guia de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) y la Guia del ICH de requisitos técnicos para productos
farmacéuticos de uso humano son las cuatro guias mas importantes en las que se basa la
evaluacion de impurezas elementales en productos farmacéuticos, IFAs, materias primas
y productos intermedios. En los ultimos afios se han realizado una gran cantidad de
investigaciones cientificas sobre impurezas inorganicas en productos farmacéuticos
(111).

La determinacion elemental en farmacos y cosméticos se puede llevar a cabo
mediante varias técnicas analiticas, desde espectrofotometria molecular y absorcion
atdbmica hasta MS, que pueden combinarse con otros instrumentos para mejorar la
calidad del analisis. La seleccion de la técnica mas adecuada implica estudiar la matriz, el
contenido estimado y la relacién quimica matriz-analito.

Aunque las técnicas basadas en plasma acoplado inductivamente (ICP) con deteccion
por emision optica (AES) y MS son la primera opcidn en la determinacion de elementos
potencialmente peligrosos en productos farmacéuticos, debido a su alta sensibilidad,
robustez, precision, exactitud y bajo nivel de interferencias, las técnicas espectrométricas
de absorcién atémica (con atomizacion en llama (FAAS), ETAAS, con generacion de
hidruros (HGAAS) y con vapor frio (CVAAS)) son una muy interesante y util
alternativa, ya que permiten alcanzar muy buenas sensibilidades bajo condiciones
experimentales adecuadas, implicando instrumentacion de costo inferior a las técnicas de
ICP. Por ello, FAAS y ETAAS han sido y son usadas méas comunmente para
determinacion de metales y metaloides en productos farmacéuticos que las basadas en

ICP.
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En la presente Tesis Doctoral se ha empleado ETAAS para la determinacion de
plomo, cobre y arsénico en los formulados de Furvina® a base de laca. El principio del
método se basa en la absorcion de luz por parte de un elemento en estado atémico. La
longitud de onda a la cual la luz es absorbida es especifica de cada elemento. Se mide la
atenuacion de la intensidad de la luz como resultado de la absorcion, siendo la cantidad
de radiacién absorbida proporcional a la cantidad de 4&tomos del elemento presente. El
método involucra fundamentalmente 2 procesos: la atomizacion de la muestra y la
absorcion de radiacion proveniente de una fuente por los atomos libres.

El tratamiento de la muestra hasta la lectura de absorbancia comprende las siguientes
etapas: 1. Secado. Una vez que la muestra ha sido inyectada en el tubo de grafito, se
calienta con el objetivo de evaporar el disolvente. Para ello, la muestra (2-20 pL) es
sometida a una temperatura algo inferior al punto de ebullicion del disolvente (80-180
°C). 2. Calcinacion. El siguiente paso del programa es la calcinacion por incremento de la
temperatura, para eliminar la mayor cantidad de material (materia organica) de la muestra
como sea posible, sin pérdida del analito. La temperatura de calcinacién usada varia
tipicamente en el rango de 350 a 1600 °C. Durante la calcinacidn, el material solido es
descompuesto mientras que los materiales refractarios, como por ejemplo los 6xidos,
permanecen inalterados. 3. Atomizacion. En esta etapa, el horno es calentado
rapidamente a altas temperaturas (1800-2800 °C) para generar una nube de atomos
neutros, aislados y en fase vapor del analito, listos para absorber la radiacion procedente
de la fuente. La temperatura de atomizaciéon depende de la volatilidad del elemento.
Durante la etapa de atomizacion se suele cortar el flujo de gas inerte del interior del
atomizador, con el objetivo de incrementar la sensibilidad del procedimiento. 4.
Usualmente se agrega una cuarta etapa para limpieza del horno a una temperatura algo
superior a la temperatura de atomizaciéon. Cuanto mejor sea la separacion de los
elementos concomitantes del analito, mejor serd la atomizacion y la determinacion estara

mas libre de interferencias.

7.9. Técnicas analiticas aplicadas para la determinacion del IFA Furvina®

El IFA Furvina® se ha cuantificado mediante varias técnicas analiticas como
espectrometria de absorciéon molecular UV/VIS directa, HPLC y GC (112-118). Desde
1992, el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) de Cuba viene
desarrollando diferentes metodologias de analisis para la determinacién de Furvina® en

distintos formulados (ungiiento y cremas). También en 1992, el Centro de Bioactivos
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Quimicos (CBQ) desarrollé un método GC usando columnas empaquetadas y deteccion
por ionizacion por llama (FID), y mas tarde otro método HPLC en este caso llevando a
cabo la separacion cromatografica en fase inversa (23,116,117). En 2007 se desarrolla
una metodologia GC-FID en columna capilar (118). Posteriormente, en 2016 Caraballoso
et al. determinaron el IFA Furvina® mediante GC con deteccion por captura de electrones
(ECD) (113). Perez-Rodriguez et al. propusieron en ese mismo afio un método basado en
espectrofotometria UV/VIS para la cuantificacion de Furvina® en una tintura que
demostré una alta especificidad, precision y veracidad en el intervalo lineal de 2 a 28
mg/L. El limite de cuantificacion (LQ) fue 0,663 mg/L y el de deteccion (LD) 0,657
mg/L (114). También se demostrd que la tintura preparada era activa frente a Candida
albicans y se determind por métodos cromatograficos la existencia de cuatro productos

de degradacion (36).

8. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA CONTROL EN LA
FABRICACION Y USO DE FARMACOS. GENERALIDADES

El concepto de validacion en la fabricacion de productos farmacéuticos surgid hace
mas de 40 afos cuando la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) reviso
las normas relativas al control de su manufacturaciéon. Dichas normas se conocen como
buenas practicas de fabricacion (BPF) y fue en 1978 cuando la palabra “validacion”
aparecid por vez primera en la documentacion de algunas de sus secciones (119). Se trata
del establecimiento de pruebas documentales que garanticen que la aplicaciéon de un
determinado protocolo proporcionara los resultados previstos (119). En la Regulacién
No. 37, 2012 CECMED (Cuba) se define como validacion: “el establecimiento de
pruebas documentales que aportan un alto grado de seguridad de que un proceso
planificado se efectuard uniformemente en conformidad con los resultados previstos
especificados” (120).

De acuerdo con el objetivo del andlisis, los métodos pueden clasificarse en seis tipos:
oficiales, estandarizados, modificados, desarrollados en el laboratorio, alternativos y para
el control del producto en proceso (119). En el caso de un método desarrollado en el
laboratorio, que son los métodos de ensayo generados por el propio laboratorio como
alternativa a los métodos normalizados y estandarizados, es necesaria su validacion

exhaustiva (120,121).
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Independientemente de la técnica o técnicas que se seleccionen para la
caracterizacion y/o cuantificacion de un IFA, y por ende para el control de calidad de un
farmaco durante su fabricacion y uso, el método debe ser validado y después ha de
escribirse un procedimiento normalizado de operacion (PNO) (17). La validacién de un
método analitico es un paso fundamental para asegurar que los resultados entregados son
confiables. Cuando se realiza este proceso por parte del laboratorio, se busca determinar
con fundamento estadistico que el método es adecuado para los fines previstos.

En la actualidad, existen varias normas de validacion de métodos analiticos teniendo
como criterio el area donde estos se van a utilizar como, por ejemplo, alimentos,
medicamentos y andlisis biomédicos, entre otros. Sin embargo, existen normas generales
que se adaptan a cualquier campo como son, entre otras, las de Eurachem (122-125), la
Organizacién Internacional de Normalizacién (International Organization for
Standardization, 1SO) (126), ICH (127) y la Comision de las Comunidades Europeas a
través de su Directiva 96/23/CE, el Consejo en cuanto al funcionamiento de los métodos

analiticos y la interpretacion de los resultados (128).
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I.1. INTRODUCCION

El concepto de validaciéon en la fabricacion de productos farmacéuticos surgid hace
mas de 40 afios, cuando la FDA reviso las normas relativas al control de la fabricacion de
los productos, que son conocidas como BPF y en 1978, la palabra validacién aparecio
por vez primera en algunas de sus secciones (1). En la Regulaciéon No 37, 2012 del
CECMED se define como validacion: el establecimiento de pruebas documentales que
aportan un alto grado de seguridad de que un proceso planificado se efectuarad
uniformemente en conformidad con los resultados previstos especificados (2).

La validaciéon de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los
resultados entregados son confiables. Cuando se realiza este proceso por parte del
laboratorio, se busca determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado
para los fines previstos.

En la actualidad, existen varias normas de validacion de métodos de analisis teniendo
como criterio el area donde se van a utilizar como, por ejemplo, alimentos,
medicamentos y analisis biomédicos, entre otros. Sin embargo, existen normas generales
que se adaptan a cualquier destino como son las de Eurachem (3-5) y de la ISO (6), entre
otras.

En Cuba existen varias normas de validacion, pero teniendo en cuenta que el método
propuesto en este Capitulo de Tesis va a ser utilizado sobre un cosmético, anadiendo a la
formulacion un IFA, se va a utilizar el Anexo No. I de las Buenas Practicas para
Laboratorio de Control de Medicamentos del CECMED (2), incluyendo los siguientes
criterios de otras normas:

* En la prueba de linealidad se incluye el requisito de la significacion de la
regresion, la verificacion de la linealidad y la verificacion de la proporcionalidad, todas
estas establecidas en el Anexo No. I de la Regulacion N° 37 de 2012. El coeficiente de
calidad es otro parametro afiadido ya que es una herramienta matematica que se ha
utilizado recientemente como un parametro de calidad de las curvas de calibracion,
siendo el valor maximo permisible de 5% (7,8).

* En el caso de la precision del método, la propuesta es la precision intermedia ya
que es una muestra homogénea y se analiza por el mismo analista en dias diferentes para

reflejar las condiciones reales dentro del laboratorio (1).
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* La veracidad se expresa en forma de porcentaje de recuperacion de la cantidad de
analito presente en la muestra y se establece como criterio de aceptacion entre 97-103%,
ya que se trata de un método analitico espectrofotométrico (1).

* El limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LQ) se calcula por el método de
extrapolacion a concentraciéon cero de muestras que contienen baja concentracion de
analito (8).

» La especificidad se determina comparando los resultados del andlisis de muestras
conteniendo impurezas, productos de degradacion, sustancias relacionadas o excipientes

con los resultados del andlisis de muestras que no contienen dichas sustancias.

El IFA Furvina® en diferentes matrices ha sido cuantificado por diversas técnicas
analiticas como espectrofotometria de absorcion molecular UV/VIS (9—-14), HPLC (15) y
la cromatografia de gases GC (15); sin embargo, la laca de ufas no ha sido objeto de
estudio para este propdsito. Teniendo en cuenta los prometedores resultados del uso de
este [IFA administrado en forma de laca de ufias para el tratamiento de la onicomicosis, se
plantea en este Capitulo el desarrollo y validacién de una técnica de facil aplicacion
como es la espectrofotometria UV/VIS para la cuantificacion del IFA Furvina® en este

tipo de farmaco.
I.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
I.2.1. Procedimiento de cualificacion del espectrofotometro UV/VIS

Se procedio a la cualificacion del espectrofotometro UV/VIS de doble haz (Thermo
Scientific Genesys 10s UV/VIS, Alemania) empleado para el desarrollo de Ia
metodologia analitica, provisto de cubetas de cuarzo de 1 cm. La cualificacion se llevo a

cabo segun lo establecido en la Bristish Pharmacopea (16).
L2.1.1. Control de la absorbancia

Reactivos
Acido sulfirico concentrado (d = 1,84 g/mL; 96 %; puro para analisis (p.a.)) y
dicromato potasico (p.a.) suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).
Preparacion de las disoluciones
e Acido sulfarico 0,005 M: en un matraz de 1000 mL conteniendo 500 mL de agua
destilada se afiadieron 0,2776 mL de acido sulfurico concentrado y se enraso con

agua destilada cuando la mezcla alcanz6 la temperatura ambiente.



Capitulo 1 65

e Dicromato de potasio 0,102 mM: se secd el reactivo en la estufa a 130 °C, durante
4 horas y seguidamente se guardd en desecador conteniendo gel de silice. Se
pesaron 30,03 mg y se transfirieron de forma cuantitativa a un matraz de 500 mL
conteniendo acido sulfurico 0,005 M, posteriormente se enraso.
Procedimiento
Se realizaron mediciones de absorbancia a las longitudes de onda de 235, 257, 313 y
350 nm, utilizandose como blanco la disolucion de acido sulfurico 0,005 M. Este
procedimiento se repite 5 veces, cambiando la muestra y lavando la cubeta con agua
destilada.
En la Tabla I.1 se muestran los valores de absorbancia permitidos segun la norma

para la cualificacion del espectrofotometro (16).

Tabla I.1. Limites permisibles de absorbancia especifica para cada longitud de onda.

A (nm) A? (1%, 1 cm) Tolerancia maximaP®
235 124,5 122,9 -126,2

257 144,0 142,2 — 145,7

313 48,6 47,0 - 50,3

350 106,6 104,9 —109,2

& Absorbancia del dicromato de potasio a una concentracion del 1% utilizando una celda
de 1 cm de camino optico
® Intervalo de A que garantiza un buen estado del instrumento.

L.2.1.2. Limite de luz pardsita

Se mide la absorbancia de una disolucién de cloruro de potasio 1,2% (m/v) en
cubetas de 1 cm de camino optico a 200 nm. Se utiliza agua destilada como blanco. La

absorbancia debe ser mayor de 2.
L.2.1.3. Resolucion

Reactivos: Tolueno y hexano, ambos de tipo p.a. y obtenidos de Fluka (Darmstadt,
Alemania).

Procedimiento: Se registrd el espectro de absorbancia de 200 a 400 nm de una
disolucion al 0,02% (v/v) de tolueno en hexano, empledndose hexano como blanco.

Resultado esperado: El espectro debe tener un méximo a 269 nm y un minimo a

266 nm. La razon es de 1,2.
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1.2.2. Procedimiento de aplicacion del método espectrofotométrico UV/VIS para

la determinaciéon de Furvina® en la laca medicinal

1.2.2.1. Instrumentacion

Se utilizo el espectrofotometro UV/VIS de doble haz (Thermo Scientific Genesys
10s UV/VIS, Alemania) que habia sido previamente cualificado. Las medidas de
absorbancia se llevaron a cabo usando cubetas de cuarzo de 1 cm de camino 6ptico. Se

empled un bano ultrasonico Marca Julabo, modelo ED THERM 60 de origen aleman.
L.2.2.2. Reactivos

Los estandares de Furvina® (99,73% de pureza) y 2-bromo-5-[(E)-2-nitrovinil]-
furano (99,64% de pureza) fueron suministrados por el CBQ (Santa Clara, Cuba). La
acetona de grado HPLC se obtuvo de Chem-Lab (Zedelgem, Bélgica).

L.2.2.3. Muestras y procedimiento analitico

Se utilizd una laca de uiias donada por la empresa Suchel Camacho S.A. (La Habana,
Cuba) etiquetada como “Endurecedor” (transparente). La laca de ufias medicalizada se
preparé mezclando Furvina® como IFA al 0,25% (m/v) y laca al 99,75% (m/v) como
vehiculo farmacéutico. La mezcla se coloc6 en un bafio de ultrasonidos durante 10
minutos para lograr la completa disolucion del IFA en la matriz de la laca. La laca de
ufias se disolvio en acetona debido a su solubilidad en este disolvente, que se utilizd
durante el proceso de validacion para obtener concentraciones entre 1-5 mg/L.

Teniendo en cuenta la disposicion técnica existente en nuestro Centro de trabajo y
los estudios previos para la cuantificacion de este IFA, se propone desarrollar un método
espectrofotométrico UV/VIS para su cuantificacion en las lacas debido a la simplicidad
de su matriz. Para catalogar el método propuesto también se tiene en cuenta el impacto
de su aplicacion sobre el medio ambiente, el mantenimiento del equipo, sus costes de

funcionamiento y depreciacion, asi como la formacion de los técnicos y especialistas.

1.2.2.4. Seleccion de la longitud de onda analitica

Se realizé un espectro de la Furvina®, de la laca y del formulado en el rango de

longitudes de onda de 200-400 nm para obtener la maxima absorbancia.
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1.2.2.5. Preparacion de las curvas de calibracion

Se pipetearon diferentes alicuotas de distinto volumen de la disolucién madre de laca
de ufias medicada en matraces volumétricos de 5 mL con acetona para obtener diferentes
disoluciones estandar de la laca de unas medicada entre 1-5 mg/L. La absorbancia de
cada disolucion se midio tres veces en diferentes dias para obtener la curva de calibracion

a 372 nm.
1.2.3. Procedimiento de validacion del método propuesto

El método espectrofotométrico propuesto para la cuantificacion de Furvina® en la
laca de ufias medicada fue validado de acuerdo con las directrices de la Bristish
Pharmacopea (18), la ICH (17-20) y el CECMED (1,2,21-23). Los parametros de
validacion seleccionados fueron: especificidad, linealidad, veracidad, precision

intermedia, LD y LQ.
1.2.3.1. Especificidad

La evaluacion de la especificidad de este método se llevd a cabo segln el siguiente
procedimiento: los ingredientes de los formulados para las ufias (Furvina® y laca
comercial) se disolvieron en acetona para obtener la misma concentracion que el punto
intermedio en la curva de calibracion (3 mg/L), cada uno en un matraz diferente,
tomando la acetona como blanco de reactivo. Paralelamente, se prepar6d una disolucion
del formulado de concentracion 3 mg/L para el tratamiento de las ufias. Se colocaron
alicuotas de las disoluciones mencionadas en la cubeta del espectrofotémetro y se
registraron los espectros correspondientes en el rango de 200 a 400 nm para determinar si

el método era especifico para cuantificar Furvina® en la laca de ufias medicada (2).

1.2.3.2. Linealidad

® en acetona a cinco concentraciones

Se prepararon disoluciones estdndar de Furvina
(1, 2, 3, 4 y 5 mg/L), y se determinaron por triplicado los valores de absorbancia
correspondientes a 372 nm en tres dias diferentes. Los resultados obtenidos se utilizaron
para evaluar la linealidad del método mediante diferentes pruebas reconocidas (21,24).

Con los valores experimentales obtenidos se determind la ecuacion de la recta de
calibracion, se calcul6 el coeficiente de correlacion lineal (), el coeficiente angular (n),

la desviacion estandar relativa de la pendiente Sbre (%) y el intervalo de confianza de la

ordenada en el origen (a). Se realizaron también una prueba de t-Student para evaluar la
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sensibilidad del calibrado y la prueba F. Ademads, se calcul6 el coeficiente de calidad
(C.C.) y el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVry).

Los criterios de aceptacion definidos para evaluar la capacidad del método analitico
propuesto, para obtener resultados lineales que sean proporcionales a la concentracion de

Furvina® en laca a partir de los resultados obtenidos en el estudio de la linealidad, son:

e Coeficiente de correlacion lineal: » > 0,99.

e 09<n<1,1

e El cumplimiento de la condicion de proporcionalidad, que considera la inclusion
del cero en el intervalo de confianza de la ordenada en el origen (a)

e El cumplimiento de la condicion de linealidad, que incluye el valor del CV¢ < 5%
y de la Sbrel < 2%.

e El valor de la prueba F > Feiitico

e Pendiente: b #0.

e C(oecficiente de variacion de los factores de respuesta: CVe< 5 %

e Desviacion estandar relativa de la pendiente de la linea de regresion (Sbrel): Sbrei<

2%.

Con los resultados experimentales obtenidos se construyo la recta de regresion de la
linealidad, se calculd r, CVy, la varianza de la pendiente de la linea de regresion (Sb?) y el

intervalo de confianza de a.
1.2.3.3. Limite de deteccion y de cuantificacion

Los valores de LD y LQ se determinaron segin el método de extrapolacion a
cero, descrito por la Asociacion Espanola de Farmacéuticos de la Industria (AESI) (26).

Véanse las ecuaciones 1 y 2.
y + IOS

LQ=u bl 1
Q = (1)

+ 3S
LD= L (2)
bn
donde:
Sei: la desviacion estandar de la respuesta analitica,

b: la pendiente del rango lineal dinamico,
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Yor intercepto de la linea recta entre A(promedio) vs c(mg/L)

n: numero de concentraciones estudiadas.

1.2.3.4. Precision

Repetibilidad

Se prepararon tres disoluciones del formulado con diferentes niveles de
concentracion de Furvina® para evaluar la repetibilidad del método. Se midieron seis
réplicas de cada muestra a nivel bajo (1 mg/L), medio (3 mg/L) y alto (5 mg/L) de
concentracion del IFA. A continuacidon, se calcularon la concentracion media, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion de la repetibilidad (CVr).

Precision intermedia

La precision intermedia (variacion dentro del laboratorio) fue determinada por tres
analistas el mismo dia, utilizando los mismos niveles de concentracion descritos
anteriormente. A continuacion, se calcularon la desviacion estandar, el coeficiente de
variacion entre analistas (CV), el coeficiente de variacion tedrico segin Horwitz
(Horwitz CV%) y el valor estadistico de la prueba de Cochran (C) para la evaluacion de

esta prueba.
1.2.3.5. Veracidad

Para la determinacion de la veracidad del método se realizaron nueve
determinaciones de una disolucidon de referencia de concentracion conocida (3 mg/L) de
Furvina®, que se encuentra en un punto intermedio de la curva de calibracion, donde se
compard el valor medio encontrado con el esperado en cada caso a través del célculo de
recuperacion (27).

C, _ R
Crron  100%

donde:

Cx: Concentracién media experimental

Crzor: Concentracion tedrica o valor esperado

R: valor de recuperacion obtenido.

Se realiz6 una prueba de hipodtesis t de Student, planteando la hipotesis (H) nula:
Ho: R = 100, siendo R, el porcentaje de la recuperacion media (Rm) obtenida,y

como hipdtesis alternativa:
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Hi: Rm #100, para demostrar si Ry, es 0 no significativamente diferente de 100. Para
ello se utilizo la expresion:

_ [100-R, |/n

!
v cyv

donde: Rm= porcentaje de recuperaciéon media; n= numero de determinaciones; CV=
coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion.
El valor experimental de t se compard con el valor tabulado de t, t (-0, n-1), para
0=0,05.
Al evaluar la veracidad se consideraron los criterios siguientes:

* Con un valor de recuperacion media en el intervalo 97%<Rnm<103% puede

considerarse que Cx es estadisticamente igual a C/. . y €l método es exacto.

Si el valor de z., < tup», no existen diferencias significativas entre Ry y 100,

demostrando una buena veracidad del método.
I.3. RESULTADOS Y DISCUSION
1.3.1. Cualificacion del espectrofotometro UV/VIS

A continuacién, se describen las pruebas y los resultados obtenidos en la
cualificacion del espectrofotometro UV/VIS utilizado en el desarrollo de Ia

investigacion, segun lo establecido en la British Pharmacopoeia (16).
1.3.1.1. Control de la absorbancia

Al espectrofotometro UV/VIS sometido al proceso de cualificacion, se le realizo
primero la prueba para el control de la absorbancia. En la Tabla .2 se muestran los
valores de absorbancia especifica [A (1%, 1 cm)] obtenidos a cuatro longitudes de onda,
los cuales fueron calculados a partir de las absorbancias obtenidas, para 5 réplicas de una
disolucion patrén de dicromato de potasio.

De los resultados obtenidos, se concluye que el espectrofotometro cumplido con la
prueba para el control de la absorbancia, ya que los valores de absorbancia especifica
obtenidos de forma experimental se hallaron dentro del intervalo de tolerancia tabulado
para cada longitud de onda (16). Esto constituydé una evidencia objetiva de que el
instrumento funcionaba de forma correcta, en lo que a este parametro se refiere, ya que la
cualificacion de los equipos es de gran importancia, tanto para la correcta ejecucion de

los ensayos como para la obtencion de resultados analiticos con la fiabilidad y la
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precision requerida (26).

Tabla I.2. Resultados de la prueba para el control de la absorbancia.

N° de réplica Longitud de onda

235 nm 257 nm 313 nm 350 nm
1 0,742 0,860 0,294 0,640
2 0,741 0,859 0,293 0,638
3 0,741 0,859 0,294 0,640
4 0,742 0,859 0,294 0,638
5 0,742 0,860 0,293 0,639
Media 0,7416 0,8594 0,2936 0,6390
SD 0,0005 0,0005 0,0005 0,0010
Cv 0,0739 0,0637 0,1866 0,1565
A tabulada 122,9-126,2 142,4-145,7 47,0-50,3 104,9-109,2
A experimental 123,6 143,2 48.9 106,5

1.3.1.2. Limite de luz pardsita

Se realiz6 la determinacion del limite de luz parasita (16) que se define como
cualquier luz que llega al detector y que se encuentra fuera de la region espectral aislada
por el monocromador. La luz parésita reduce el rango de absorbancia medible y altera la
linealidad entre concentracion y absorbancia. Para comprobar la presencia de luz parasita
en el dispositivo se necesitan filtros de corte (filtros con un espectro estrictamente
definido). Para su determinacion se coloco una disolucion de cloruro de potasio 1,2%
(m/v) en una cubeta de 1 cm de camino dptico y se utilizd6 agua destilada como
disolucion blanco. La absorbancia medida a 200 nm fue de 2,52; resultando este valor
mayor que 2, que es el valor minimo de absorbancia reportado para la prueba en la
literatura (18).

El espectrofotometro UV/VIS utilizado para realizar la validacion de la técnica

®

analitica para la determinacion del contenido de Furvina® cumpli6 con las pruebas

realizadas para su cualificacion.
1.3.1.3. Resolucion

Se obtuvo el espectro de una disolucion al 0,02% de tolueno en n-hexano empleando

este ultimo disolvente como blanco y en el espectro aparecieron dos maximos de
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absorbancia: uno a 269 nm y otro a 266 nm, siendo 2:1 la relacion de absorbancias entre

ellos, por lo que el instrumento cumplié con la prueba de cualificacion segin lo

establecido en la farmacopea.
de cualificacion del

resultados de las pruebas

Teniendo en cuenta los
espectrofotometro, se considerd apto para su utilizacion.

1.3.2. Validacion del método espectrofotométrico propuesto

El método propuesto para la determinacion de la concentracion de Furvina® en la
laca es desarrollado de forma interna por el laboratorio del CBQ, de ahi la necesidad de
realizar una validacion completa del mismo. Los parametros de validacion estudiados en
esta investigacion fueron especificidad, linealidad, LD, LQ, precision (repetibilidad y
precision intermedia) y veracidad, segin lo establecido por la Regulacion N° 41-07 (1) y

previamente explicados en el apartado 1.2.3. A continuacion, se exponen los resultados.

1.3.2.1. Especificidad
Al analizar la Figura 1.1, se observa como las posibles sustancias que estan presentes

en la laca, no influyen en la determinacién de Furvina®, ya que sus maximos de
absorbancia no afectan en la determinacion del IFA, porque se encuentran a valores

inferiores de longitud de onda. Por tanto, se ratifica que este método es especifico para la

determinacion de Furvina® en la laca a 372 nm.

Absorbancia
1 M
0z | | W,
: i | e
f | |_. L “
| Y
I 1 k
0. | | T laca
= HI | _;.l_\_’___z—.-r.- S
| ! ‘\\.. ——Furvina
! /.f y "-\?
|| 11
0.4 [f v d M \L%‘ — Formulado
1} ey L LY
| / \ (aca
| / \ furvina)
0.2 I/ \. W, \
‘{ . \N"‘:-,
i | — e,
335 345 363 383 405 425 445 465
Longitud dz onda (nm)

Figura I.1. Espectro UV/VIS del IFA Furvina®, la laca y el formulado
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1.3.2.2. Linealidad

En la Tabla 1.3 se muestran los valores experimentales de absorbancia y los factores
respuesta (Fr= absorbancia dividida entre la concentracion que proporciona dicha sefial
analitica) para los distintos experimentos, calculados para las tres curvas de calibracion
de Furvina® obtenidas para el intervalo de 1-5 mg/L. Las Figuras 1.2 y 1.3 muestran las
curvas de calibracion obtenidas al representar la concentracién (mg/L) vs absorbancia y

el logaritmo de la concentracion vs logaritmo de la absorbancia, respectivamente,

observandose que en ambos casos existe una correlacion lineal.

Tabla 1.3. Parametros de calibracion de Furvina® en acetona

N° Erunin Fr 10g CFurvina log A
(mg/L)
1 1,0 0,060 0,0600 0,0000 -1,22185
2 1,0 0,060 0,0600 0,0000 -1,22185
3 1,0 0,062 0,0620 0,0000 -1,20761
4 1,0 0,062 0,0620 0,0000 -1,20761
5 1,0 0,064 0,0640 0,0000 -1,19382
6 1,0 0,064 0,0640 0,0000 -1,19382
7 1,0 0,064 0,0640 0,0000 -1,19382
8 1,0 0,064 0,0640 0,0000 -1,19382
9 1,0 0,064 0,0640 0,0000 -1,19382
10 2,0 0,132 0,0660 0,3010 -0,87943
11 2,0 0,132 0,0660 0,3010 -0,87943
12 2,0 0,132 0,0660 0,3010 -0,87943
13 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
14 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
15 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
16 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
17 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
18 2,0 0,133 0,0665 0,3010 -0,87615
19 3,0 0,207 0,0690 0,4771 -0,68403
20 3,0 0,207 0,0690 0,4771 -0,68403
21 3,0 0,207 0,0690 0,4771 -0,68403
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22 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
23 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
24 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
25 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
26 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
27 3,0 0,208 0,0693 0,4771 -0,68194
28 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
29 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
30 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
31 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
32 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
33 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
34 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
35 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
36 4,0 0,273 0,0683 0,6021 -0,56384
37 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
38 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
39 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
40 5,0 0,346 0,0692 0,6990 -0,46092
41 5,0 0,346 0,0692 0,6990 -0,46092
42 5,0 0,346 0,0692 0,6990 -0,46092
43 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
44 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
45 5,0 0,322 0,0644 0,6990 -0,49214
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Figura 1.2. Curva de calibracion lineal para Furvina® en acetona.
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Figura 1.3. Curva logaritmica para la determinacion del coeficiente angular.

En la Tabla 1.4 se muestran los parametros evaluados para verificar la linealidad y

proporcionalidad para la calibracion usando disoluciones estandar de Furvina®

preparadas

correspondientes.

en acetona,

los cuales cumplen con los

criterios

de aceptacion
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Tabla 1.4. Parametros de la recta de regresion lineal de Furvina

espectrofotometria UV/VIS

® en acetona por

Parametro

Valor experimental

Criterio de

aceptacion
Numero de datos (n) 45 -
Intervalo de linealidad (mg/L) 1-5 -
Coeficiente de correlacion (r) 0,9973 r>0,99
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9947 R?>0,98
Coeficiente angular (n) 1,0429 0,9-1,1
Pendiente () 0,0675 -
Ordenada en el origen (a) -0.0013 -
Intervalo de confianza de a -0,0063 a 0,0037 que contenga el 0
Intervalo de confianza de b 0,0660 a 0,0690 gl;eo sea diferente
Desviacion estandar relativa de la
pendiente de la linea de regresion 0,97% Sbrel < 2%
(Sbrel.)
Coeficiente de variacion de los factores 3.92% CVi< 5%
respuesta CVr
Test F 8048,88 > 1,5146E>°  F > Feritico
Coeficiente de calidad (QC) 3,51% QC< 5%

Como puede concluirse a partir de la Tabla 1.4, el método cumple con todos los
criterios evaluados, lo que indica que la técnica analitica es lineal en el intervalo de
concentraciones estudiado de 1- 5 mg/L, con una alta correlacion entre la absorbancia y
la concentracion de Furvina® (observar valores de r y R?). El coeficiente angular (n) con
un valor de 1,0429 es garantia de que la pendiente corta en un dngulo de 45 grados, por
lo que el método presenta una adecuada sensibilidad ya que la variacion de la
absorbancia con la concentracion estd dentro del parametro establecido. Ademas, la linea
recta obtenida pasa por el origen de coordenadas ya que incluye el cero, lo que es
indicativo de la no existencia de error sistematico y esto permite despreciar el valor de la
ordenada en el origen para el céalculo de los coeficientes de variacion de los factores
respuestas, el cual es igual a 3,92%, inferior al criterio establecido. La desviacion
estandar relativa de la pendiente de la linea de regresion (Sbrl.) garantiza que la curva
analizada en dias diferentes va a tener igual pendiente. El valor de la prueba F obtenido
es un criterio mas que reafirma que la variabilidad en la curva no afecta la linealidad.

El coeficiente de calidad (QC) es una herramienta matematica que se utiliza como

un parametro de calidad de las curvas de calibracion. Existen varios tipos de QCs, los
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cuales se encuentran registrados en la literatura (7). El valor maximo permisible es de

5%. Se propone utilizar el QCnean, €l cual se basa en la aceptacion de una desviacion

estandar constante:

2
Z{’* (}’i —ys)

i=1 ¥
QCmean = 100

n—1

donde:
n: nimero de puntos de la curva de calibracion

yi- seial medida para un cierto valor de x;

¥i: sefial predicha por el modelo
¥: valor promedio de la sefial medida.
El valor de QC obtenido es menor que el umbral maximo establecido, siendo otra

prueba que reafirma que en el intervalo estudiado existe una alta correlacion entre las

variables.
1.3.2.2 Limite de deteccion y cuantificacion

La Tabla 1.5 muestra los valores de absorbancia obtenidos para las diferentes
concentraciones tedricas de 0,25 mg/L; 0,50 mg/L y 0,75 mg/L. Las Figuras 1.4 y 1.5
muestran la concentracion (mg/L) vs absorbancia media y la concentracion (mg/L) vs
desviacion estandar (SD) de la absorbancia medida, observandose que en ambas existe

una buena correlacion lineal.

Tabla L.5. Valores obtenidos de absorbancia para las 3 concentraciones evaluadas.

CFurvina (mg/L) A A A A media SD
0,2500 0,014 0,013 0,016 0,0143 0,001528
0,5000 0,032 0,030 0,031 0,0310 0,001000

0,7500 0,046 0,046 0,047 0,0463 0,000577
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Figura I.4. Representacion de la concentracion de Furvina® vs absorbancia media.
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Figura L.5. Representacion de la concentracion de Furvina® vs desviacion estéandar.

Los valores estimados de LD y LQ para este método, asi como otras caracteristicas

analiticas se presentan en la Tabla 1.6.

Tabla 1.6. Caracteristicas analiticas del método espectrofotométrico propuesto.

Pendiente recta A media vs ¢ (mg/L), m

bi

Ordenada en el origen recta A media vs c(mg/L), ¥

Pendiente recta SD vs ¢ (mg/L), m
Ordenada en el origen recta SD vs ¢ (mg/L), Sui:

Pendiente de la curva de linealidad de la laca, b

0,064
-0,0014

-0,0019
0,002

0,0682

(-0,0014+(3%(0,002)))/
(0,0682*1,73)= 0,0382 mg/L

(-0,0014+(10%(0,0020)))/
(0,0682*1,73)= 0,1560 mg/L
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1.3.2.3. Precision

Repetibilidad

Para la determinacion de la repetibilidad, se analizaron seis réplicas de la muestra de
laca a diferentes niveles de concentracion de Furvina®, por un mismo analista y el mismo
dia, y los resultados se muestran en la Tabla L.7.

Al determinar el coeficiente de variacion obtenido, para cada nivel de concentracion,
en ninguno de los casos excedio el 3%, que es el valor aceptable para ensayos fisico—
quimicos, por lo tanto, el método se considerd preciso en cuanto a la repetibilidad (26).

Precision intermedia

La Tabla 1.8 muestra los resultados de concentracion de Furvina® obtenidos para el
estudio de precision intermedia sobre la base de 18 determinaciones llevadas a cabo por
tres analistas el mismo dia, con el empleo de la técnica espectrofotométrica UV/VIS, a
nivel bajo de concentracion. En el Anexo 1 se muestra el test de andlisis de la varianza

(ANOVA) realizado.

Tabla 1.7. Valores experimentales de la repetibilidad.

Nivel concentracion

Bajo Medio Alto
Item ¢ (mg/L) ¢ (mg/L) ¢ (mg/L)
1 1,0119 3,0859 5,0563
2 1,0267 3,1007 5,0711
3 1,0119 3,1007 5,0563
4 1,0119 3,0859 5,0711
5 1,0267 3,1007 5,0711
6 1,0119 3,0859 5,0563
Media 1,0168 3,0933 5,0637
SD 0,00765 0,00811 0,00811
CV (%) 0,75 0,26 0,16

A través del andlisis de la precision intermedia y por los célculos realizados para los
CVs entre los analistas y de Horwitz (27), se confirmé6 que CV%entre analistas) 9,16 < 15,85
CV%morwitz); por tanto, se considera este criterio como de precision aceptable del método.
La comparacién de los valores de F obtenidos de ANOVA evidencian que Fealculado

685,61 > 3,68 Ftabu]ad() y como CV%(entre analistas) 0,38 < 14,46 CV%(Horwitz), el métOdO €S
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también considerado preciso. La comparacion del valor de la C de Cochram calculado
con el tabulado muestra que Ceatculado 0,515 < 0,707 Crabulado, €ntonces la variacion del
método se considera igual para los tres analistas y es este un criterio que avala la

precision intermedia del método.

Tabla 1.8. Muestra analizada por distintos analistas.

Nivel bajo de concentracion

Item Analistal Analista2  Analista 3
1 1,0119 1,0563 1,1896
2 1,0267 1,0711 1,2044

3 1,0119 1,0563 1,2044

4 1,0119 1,0711 1,1896
5 1,0267 1,0711 1,2044

6 1,0119 1,0711 1,2193
Media 1,0168 1,2020 1,2020
SD 0,00765 0,01115 0,01115
CV (%) 0,75 0,93 0,93

En la Tabla 1.9 se presentan los resultados de concentracion de Furvina® obtenidos
para el estudio de reproducibilidad sobre la base de 18 determinaciones realizadas por
tres analistas el mismo dia, con el empleo de la técnica experimental espectrofotométrica
UV/VIS, a nivel medio de concentraciéon. En el Anexo 2 se muestra el ANOVA
realizado.

A través del andlisis de la precision intermedia y los célculos realizados para los
coeficientes de variacion los analistas y de Horwitz (27), confirman que CV%entre analistas)
4,88 < 13,61 CV%morwitz, por tanto, se considera este criterio como de precision
aceptable del método. La comparacion de los valores de F obtenidos de ANOVA
evidencian que Fcaiculado 504,57 > 3,68 Frabulado y como CV%(entre analistas) 4,88 < 13,61
CV%Horwitz), €l método es también considerado de precision aceptable. La comparacion
del valor de la C de Cochram calculado con el tabulado muestra que Ccaiculado 0,257<
0,707 Ciabulado, €ntonces la variacion del método se considera igual para los tres analistas,

un criterio que avala la precision intermedia del método.
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Tabla 1.9. Valores de una muestra analizada por distintos analistas.

Nivel medio de concentracion

Item Analista 1 Analista 2 Analista 3
1 3,0859 2,9822 2,9230

2 3,1007 2,9970 2,9378

3 3,1007 2,9822 2,9230
4 3,0859 2,9970 2,9378

5 3,1007 2,9970 2,9081

6 3,0859 2,9822 2,9230
Media 3,0933 2,9896 2,9254
SD 0,00811 0,00811 0,01115
CV (%) 0,26 0,27 0,38

En la Tabla 1.10 se presentan los resultados de la concentracion de Furvina®

obtenidos para el estudio de reproducibilidad sobre la base de 18 determinaciones
llevadas a cabo por tres analistas en el mismo dia, con el empleo de la técnica propuesta,

a nivel alto de concentracion. En el Anexo 3 se muestra el ANOVA realizado.

Tabla I.10. Valores de una muestra analizada por distintos analistas.

Nivel alto de concentracion

Item Analista 1 Analista 2 Analista 3
1 5,0563 4,9526 5,0563
2 5,0711 4,9526 5,0415
3 5,0563 4,9378 5,0563
4 5,0711 4,9674 5,0267
5 5,0711 4,9378 5,0563
6 5,0563 4,9526 5,0415
Media 5,0563 4,9526 5,0563
SD 5,0711 4,9526 5,0415
CV (%) 5,0563 4,9378 5,0563

A través del andlisis de la precision intermedia y los célculos realizados para los
coeficientes de variacion entre los analistas y de Horwitz (27), confirman que CV%gnwe

analistas) 2572 < 12,60 CV%norwitz), pOr tanto, se considera este criterio como preciso. La
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comparacion de los valores de F obtenidos de ANOVA evidencian que Feaiculado 200,33>
3,68 Fiabulado Y cOomo CV%Entre analistas) 2572 < 12,60 CV%Horwitz), €l método es también
considerado de precision aceptable. La comparacion del valor de la C de Cochram
calculado con el tabulado muestra que Cecaiculado 6,435 < 0,707 Crabulado, €ntonces la
variacion del método se considera igual para los tres analistas, lo que avala la precision
intermedia del método.

Al tener en cuenta el estudio realizado a los 3 niveles de concentracion de Furvina®,
variando el analista, en todos los casos se obtuvo como resultado una precision aceptable

ya que los CVs de la repetibilidad para cada analista fueron menores que el 3%.
1.3.2.4. Veracidad

Los resultados de la evaluacion de la veracidad de este método a través del analisis
repetitivo de una disolucion de referencia aparecen en la Tabla I.11 (punto intermedio de

la curva de calibracion).

Tabla L.11. Estudio de la veracidad a través del analisis repetitivo de una disoluciéon de

concentracion conocida (3 mg/L)

Item ¢ (mg/L) Recuperacion (%)
1 3,0015 100,05
2 2,9867 99,56
3 3,0015 100,05
4 2,9867 99,56
5 2,9867 99,56
6 3,0015 100,05
7 3,0015 100,05
8 3,0015 100,05
9 3,0015 100,05
Concentracion media experimental 2,9965
Concentracion conocida Creor 3

Recuperacion media (%) 99,88

CV de la recuperacion (%) 0,25

texp 1,3984

£(9-1;0,05) 1,8595
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El porcentaje de recuperacion obtenido se encontré dentro del rango 97-103%,
reportado como criterio de aceptacion para este parametro (25).

El valor del estadistico texp resultdé menor que el tabulado (twn) para un 95% de
confianza, criterio que avala la veracidad del método, por lo que se demuestra que no
existian diferencias significativas entre el valor medio experimental y el esperado.

Los resultados presentados permitieron afirmar que el método espectrofotométrico
de absorcion molecular UV/VIS propuesto para la determinacion de Furvina® es veraz en

las condiciones seleccionadas.
I.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método de analisis basado en espectrofotometria de absorcioén
molecular para la cuantificacion del IFA Furvina® en un formulado medicinal preparado
en base de laca de ufias, con muy buenas caracteristicas analiticas y de muy fécil
aplicacion. El método analitico propuesto ha sido validado obteniéndose valores muy
adecuados para los distintos parametros calculados, pudiendo afirmar sus favorables
niveles de especificidad, precision y veracidad dentro del intervalo lineal de 1-5 mg/L. Se
han obtenido niveles adecuados para LQ y LD, siendo de 0,156 y 0,038 mg/L,

respectivamente.
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CAPITULO I

DESARROLLO DE UN METODO
BASADO EN CROMATOGRAFIA
LIQUIDA CAPILAR CON DETECCION
POR DIODOS PARA LA
DETERMINACION DE FURVINA® EN
LACAS DE UNAS
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IL.1. INTRODUCCION

La onicomicosis o tinea unguium es una infeccion fungica del lecho, matriz o placa
ungueal, que afecta a las ufias de los pies con mas frecuencia que a las de las manos
(1,2). La onicomicosis representa un tercio de las infecciones por hongos y la mitad de
todas las enfermedades de las ufas. Los dermatofitos, las levaduras y los mohos son los
tres principales hongos que afectan la piel. La incidencia real de esta infeccion es
probablemente mucho mayor que la documentada, que oscila entre el 2 y el 18,5% de la
poblacién general (3—5). Se ha constatado la mayor prevalencia de esta infeccion en
zonas de clima hiimedo y célido, asi como en individuos de edad avanzada y con diversas
condiciones de salud como diabetes, inmunosupresion, pie de atleta y enfermedad
vascular periférica (6). Ademas, el calzado oclusivo, la exposicidon a vestuarios publicos
y la diseminacion de diferentes cepas de hongos en todo el mundo han contribuido al
aumento de la incidencia de onicomicosis (1).

La onicomicosis es mas que un problema estético, ya que, aunque a menudo las
personas con esta infeccion se avergiienzan de la desfiguracion de sus ufias, también
puede limitar su movilidad, disminuir indirectamente la circulacion periférica,
empeorando asi afecciones como la estasis venosa y las ulceras del pie diabético (4). Las
infecciones por hongos en las ufas también pueden propagarse a otras areas del cuerpo vy,
quizas, a otras personas (7).

La dificultad para tratar la onicomicosis se debe a la profundidad generalmente
alcanzada por la infeccion dentro de la unidad ungueal (ld&mina ungueal, lecho ungueal y
tejido circundante) y a la incapacidad de los medicamentos para llegar eficazmente a
todas las zonas afectadas. Con objeto de solventar estos problemas, las investigaciones se
han centrado en la propuesta de nuevas tecnologias de administracion para facilitar la
penetracion de los farmacos antimicoticos existentes a través de la placa ungueal y en el
descubrimiento de nuevos antimicoticos inherentemente penetrantes (2).

Actualmente, existen diferentes agentes antimicoticos orales disponibles
comercialmente que se utilizan para el tratamiento de las ufias (8). La griseofulvina
(Grisactin®, Gris-PEG®) ha estado disponible durante muchos afios, pero su uso hoy en
dia se ve restringido por su limitado espectro de aplicacion, la necesidad de ciclos de
tratamiento prolongados y las altas tasas de recaida. La forma oral de ketoconazol

(Nizoral®) es mucho mas eficaz, pero conlleva riesgo de hepatotoxicidad (1,9). Por otro
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lado, el tratamiento mediante avulsion ungueal en combinacion con terapia topica ha sido
algo mas exitoso, pero este enfoque puede llevar mucho tiempo, ser temporalmente
incapacitante y doloroso (1).

Debido a la toxicidad sistémica y otras desventajas asociadas con la terapia oral,
comunmente se recomienda la terapia topica, ya que mejora el tratamiento del paciente y
reduce el costo (10). En las tltimas décadas, el tratamiento topico de las infecciones por
hongos en las unas ha sido objeto de investigacion, ya que ofrece una alternativa mucho
mas segura y especifica que la terapia oral convencional (4). La FDA ha etiquetado la
laca de ufias basada en el ingrediente farmacéutico activo (IFA) ciclopirox (Penlac®) para
el tratamiento de la onicomicosis leve a moderada causada por el hongo Trichophton
rubrum (T. rubrum) sin afectacion de la lanula. Aunque es seguro y relativamente
econdmico, el tratamiento con ciclopirox rara vez es eficaz (1,11).

El IFA 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil) furano (Furvina®) ha demostrado su
eficiencia como agente antimicrobiano de amplio espectro contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, levaduras y hongos filamentosos (12,13). Este IFA contiene
una impureza conocida como monobromado (MBr, 2-bromo-5-(2-nitrovinil) furano)
cuyo contenido en el producto final debe conocerse para cumplir con las especificaciones
de calidad del IFA (14). Actualmente, la Furvina® se usa con fines médicos en Cuba,
siendo comercializada para humanos como el ungiiento Dermofural® (15-18) y para uso
veterinario como Furvinol® (19,20).

El objetivo de esta investigacion es el desarrollo y validacion de un método analitico
basado en cromatografia liquida capilar con deteccion mediante diodos en serie
(LCcapilar-DAD) para la cuantificacion de Furvina® en lacas medicinales de ufias,
proporcionando asi una herramienta de gran utilidad para el control de calidad de estos

productos.
I1.2. PARTE EXPERIMENTAL

11.2.1. Reactivos

Los disolventes acetonitrilo (ACN) y acetona de calidad cromatografica fueron
obtenidos de Chem-Lab (Zedelgem, Bélgica). Por otro lado, Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EE.UU.) proporcion6 acido férmico y benzo(a)antraceno (BaA, 1000 pg/mL en
metanol), este ultimo usado como estandar interno (EI). Se prepard una disolucion de

trabajo del EI de 200 pg/mL en ACN.
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El agua usada se purificoé previamente mediante un sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EE.UU.). El estandar de Furvina® (99,73%) fue proporcionado por el CBQ
(Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, Cuba), donde es sintetizado. Se
prepar6 una disolucion concentrada del IFA de 250 pg/mL en ACN, manteniéndose en

todo momento protegida de la luz.

11.2.2. Instrumentacion

El sistema cromatografico (Agilent Technologies 1200 Series, Agilent, Waldbronn,
Alemania) incluye una bomba capilar 1260 (G1376A) y un sistema de membrana 1260
para desgasificacion de disolventes (G4225A). El equipo DAD (Agilent, G1321A) viene
provisto de una célula de flujo de 0,5 uL y oper6 a las longitudes de onda de 380 y 250
nm, para la deteccion del analito y del EI, respectivamente.

La separacion cromatografica se realizd en modo de fase reversa usando una
columna capilar Zorbax SB-C18 (Agilent) de 15 cm de longitud, 0,5 mm de didmetro
interno y 5 um de tamafio de particula. La fase movil consistié en una mezcla de una
disolucion acuosa de 4acido foérmico al 0,1% (v/v) y ACN en la proporcion 20:80,
trabajando en modo isocratico con una velocidad de flujo de 20 pL/min. El volumen de
inyeccion fue de 2 pL, llevandose a cabo la inyeccion de forma manual mediante una
valvula de inyeccion Rheodyne Modelo 7125-075 (Rheodyne, Berkeley, CA, EE.UU.).
Bajo las condiciones experimentales aplicadas, el analito eluyé con un tiempo de
retencion de 2,9 min y el EI a 5,8 min.

En la etapa de preparaciéon de la muestra se emple6 un agitador vortex LLG-

uniTEXER (LLG-Labware, Constanti, Tarragona, Espafia).

I1.2.3. Muestras

El método LCcapilar-DAD propuesto se ha aplicado al andlisis de tres lacas
formuladas en el CBQ de Cuba, usando Furvina® como IFA y esmalte de ufias como
excipiente. Para su preparacion la empresa Suchel Camacho S.A. (La Habana, Cuba)
dono generosamente los excipientes, tratdndose de tres tipos de esmalte de ufias que
basicamente diferian en el color y venian -etiquetados como “Endurecedor”
(transparente), “Alicia 512” (color rojo) y “Pasioén 46” (color blanco). La densidad de las
lacas es 0,941 g/mL. A partir de cada uno de los tres esmaltes descritos, se prepararon
tres lacas de ufias medicinales al afiadirles el IFA Furvina® hasta una concentracion final

de 2,5 mg/mL ya que a mayores concentraciones es irritante (21). Para ello, se pesaron 5
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mg del IFA en un matraz aforado de 2 mL de capacidad, enrasdndose con los esmaltes
correspondientes (rojo, blanco o transparente). La mezcla se homogeneiz6d por agitacion
vortex durante 5 min para asegurar la completa disolucion del IFA. Estas lacas resultan
muy efectivas en el tratamiento de infecciones por hongos, caracterizandose por su
menor toxicidad respecto de los tratamientos orales y mayor comodidad en la

dosificacion.

I1.2.4. Tratamiento de las muestras

Para el andlisis de las lacas preparadas, 500 uL de muestra fueron disueltos en 5 mL
de acetona y las disoluciones fueron filtradas usando filtros Uniprep de 0,2 um (Agilent).
Antes de su inyeccion en el sistema LC capilar las muestras fueron debidamente diluidas
en acetona y el EI afiadido a un nivel de concentracion de 2 pg/mL. Todas las muestras

se analizaron por triplicado.

I1.3. RESULTADOS Y DISCUSION
I1.3.1. Optimizacion de la separacion cromatografica y deteccion DAD

Para la optimizacion de la separacion cromatografica se usd la laca medicinal
preparada a partir del esmalte “Pasion 46, tal y como se detalla en la Seccion 11.2.3,
siendo seguidamente diluida y filtrada de acuerdo con el protocolo detallado en la
Seccion 11.2.4, quedando una concentracion final del IFA Furvina® de 250 pg/mL y del
El de 2 pg/mL. Teniendo en cuenta el cardcter apolar del IFA y del EI se selecciond el
modo de separacion en fase reversa empleando una columna capilar Zorbax SB-C18 (15
cm, 0,5 mm, 5 pm).

Se ensayaron distintas mezclas de acido formico al 0,1% (v/v) y ACN en las
proporciones 10:90, 20:80 y 30:70 (v/v) operando en modo isocratico con una velocidad
de flujo de 20 pL/min. Para el sistema de deteccion se seleccionaron las longitudes de
onda que proporcionaron la maxima absortividad molar para el IFA y el EI, que fueron
380 y 250 nm, respectivamente.

Los mejores resultados en cuanto a eficiencia de separacion en el menor tiempo se
obtuvieron con la mezcla 20:80 4cido formico:ACN, que permitio la elucion del IFA y el

EI con tiempos de retencion de 1,9 y 5,8 min, respectivamente.
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11.3.2. Validacion del método analitico

El método desarrollado se valido en términos de intervalo de linealidad, LD, LQ,
exactitud y precision de acuerdo con las guias internacionales (22—24). Considerando la
baja probabilidad de la presencia de BaA en las muestras se selecciond este compuesto
como EI, teniendo en cuenta su comportamiento cromatografico similar al del analito.
Ademas, se comprobd que este compuesto no era detectado en ninguna de las muestras
analizadas bajo las condiciones experimentales adoptadas. Las graficas de calibrado se
obtuvieron representando la concentracion de Furvina® frente a la relacion entre las areas
de pico del analito y del EI (2 pg/mL).

Con el objetivo de evaluar el posible efecto matriz en las distintas muestras se
compararon las pendientes de calibracion obtenidas usando las tres lacas medicinales
(transparente, blanca y roja) disueltas en acetona, como previamente ha sido descrito en
el apartado I1.2.4. Las muestras fueron fortificadas a siete niveles de concentracion,
comprendidos entre 0,1 y 10 pg/mL, y cada nivel se analiz6 por triplicado. Todas las
disoluciones se mantuvieron protegidas de la luz. Los resultados se muestran en la Tabla
IL.1.

Los coeficientes de regresion fueron en todos los casos superiores a 0,99 (Tabla II.1),
lo que confirma que existe una alta correlacion entre la concentracion del analito y la

relacion de areas de analito y EI.

Tabla II.1. Pardmetros de calibracion para las muestras.

Muestra Pendiente?, mL/pg  Coeficiente de regresion
Laca transparente 0,2332 +0,0043 0,9934
Laca blanca 0,2362 + 0,0063 0,9975
Laca roja 0,2353 + 0,0049 0,9937

4 Valor medio + desviacion estandar (n=21)

Para la comparacion de pendientes se utilizo una prueba estadistica de tipo ANOVA
de un factor, no encontrandose diferencias significativas entre las mismas (p=0,171), al
95% de nivel de confianza. Por tanto, se seleccion6 el método de calibracion con matriz
modelo (matrix-matched calibration) para la cuantificacion de las muestras, evitdndose

asi el tedioso método de adiciones estandar a cada muestra.
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La sensibilidad del método se evalud calculando los correspondientes valores de LD
y LQ, usando los criterios de relacion senal-ruido (S/N) igual a 3 y 10, respectivamente.
Los valores obtenidos para LD y LQ de Furvina® fueron 0,01 y 0,035 pg/mL,
respectivamente.

La precision se estudid mediante la desviacion estdndar relativa (RSD) de las
relaciones de las areas de pico del analito respecto del EI para una serie de 6 analisis
consecutivos de una muestra de laca fortificada a tres niveles de concentracion (0,5, 4 y
10 pg/mL). Estos estudios de repetibilidad se llevaron a cabo usando las tres lacas bajo
analisis, siendo los coeficientes de variacion inferiores al 5% en todos los casos (Tabla
I1.2). Este resultado es aceptable para ensayos fisico-quimicos y, por tanto, el método

puede definirse como preciso en términos de repetibilidad (23).

Tabla I1.2. Resultados obtenidos en los estudios de precision para repetibilidad.

Muestra 0,5 pg/mL 4 ng/mL 10 pg/mL
Repetibilidad® (CV, %)

Laca transparente 2,83 1,14 0,23
Laca blanca 1,43 0,89 0,42
Laca roja 0,68 0,90 0,66

La precision intermedia se determind mediante analisis llevados a cabo por el mismo
analista en dias diferentes, usando los tres niveles de concentracion anteriormente citados
para la zona baja, media y alta de la curva de calibracion. La Tabla 1.3 muestra los
resultados obtenidos para el estudio de precision intermedia, en base a 18
determinaciones en las tres lacas medicinales.

La veracidad del método se estudio a través de estudios de recuperacion, llevados a
cabo mediante fortificacion de las tres lacas medicinales a los niveles de concentracion
de 0,5, 4 y 10 pg/mL. Como muestra la Tabla I1.4, los andlisis de las muestras

proporcionaron valores de recuperacion comprendidos entre 99,5y 101,2%.
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Tabla I1.3. Resultados obtenidos en los estudios de precision para precision
intermedia.

Precision intermedia® (CV, %)

Laca transparente

Concentracion Dia 1 Dia 2 Dia 3
Baja 2,83 1,70 1,79
Media 1,14 1,05 0,47
Alta 0,23 1,17 1,39
Laca roja
Baja 0,68 1,11 1,36
Media 0,90 1,27 0,83
Alta 0,66 1,77 1,19

Laca blanca

Baja 1,43 1,41 1,37
Media 0,89 0,99 1,39
Alta 0,42 0,56 0,71
bn=18

El valor estadistico de la “t” de Student fue inferior al valor tabulado para un nivel de
confianza del 95%, garantizando asi la veracidad del método, al no existir diferencias
significativas entre los valores experimentales y los tedricos. Estos resultados confirman
que el método LCcapilar-DAD para la determinacion de Furvina® en lacas medicinales

de unas es totalmente confiable.

Tabla I1.4. Resultados obtenidos en los estudios de veracidad.

Recuperacion?, %

Muestra 0,5 pg/mL 4 ng/mL 10 pg/mL
Laca transparente 100,5 100,1 100,4
Laca blanca 100,3 99,6 100,4
Laca roja 99,5 101,0 101,2

4 Valor medio + desviacion estandar (n=9)
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I1.4. CONCLUSIONES

El método analitico propuesto ha demostrado su capacidad para la determinacién
de Furvina® en lacas de ufias medicinales. El uso de LCcapilar permite llevar a cabo el
analisis con un minimo consumo de muestra y de disolventes organicos. La deteccion
DAD se presenta como una instrumentacion comun en los laboratorios analiticos,
habilitando la metodologia analitica propuesta como de facil acceso, permitiendo anélisis
rapidos y confiables. Ademas, el método LCcapilar-DAD desarrollado muestra unas
caracteristicas analiticas muy favorables en términos de intervalo de linealidad (0,1-10
ug/mL), precision en términos de repetibilidad y precision intermedia (CV menores de
5%).

Por todo ello, se puede afirmar que el método desarrollado permite obtener
resultados de muy alta calidad, contribuyendo a las investigaciones sobre el tratamiento
de la onicomicosis, una enfermedad que afecta a una proporcion considerable de la

poblacion mundial.
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IIL.1. INTRODUCCION

La monitorizaciéon de farmacos constituye uno de los objetivos mas importantes de
los estudios bioanaliticos, junto con la determinacion de metabolitos, toxinas y
biomarcadores. Puede definirse bioanalisis como una subdisciplina de la quimica
analitica centrada en la identificacion y cuantificaciéon de diferentes sustancias en
sistemas bioldgicos, con el objetivo de obtener informacion sobre el estado de salud de
un individuo, deteccion y control de enfermedades y sus tratamientos, asi como evaluar
los efectos de los farmacos sobre los organismos. Esta disciplina resulta de gran interés
en diferentes areas de investigacion, tales como el desarrollo de nuevos medicamentos,
identificacion de biomarcadores para diagndstico de enfermedades, control de dopaje y
analisis forense (1).

El desarrollo de productos farmacéuticos supuso un incremento de la esperanza y
calidad de vida del hombre. La informacion farmacoldgica de los IFAs es esencial para
un buen uso de estos, por lo que su determinacion y la de sus metabolitos en los fluidos
biologicos resultan de gran interés. La farmacologia estudia el destino de los fArmacos en
el organismo, pudiendo abordarse desde el punto de vista farmacodindmico o desde el
farmacocinético. Mientras que el primer enfoque estudia la forma en la que el compuesto
afecta al organismo con el tiempo, el segundo se centra en la ruta y la velocidad de
transformacion del fArmaco una vez suministrado (2).

La compleja matriz de las muestras bioldgicas, conteniendo proteinas, carbohidratos,
lipidos, un amplio rango de iones, etc., dificulta los analisis ya que no pueden ser
inyectadas directamente en los sistemas instrumentales de medida. Ademas, los altos
contenidos de sustancias interferentes dificultan enormemente la identificacion y
cuantificaciéon de los compuestos de interés que generalmente se hallan a muy bajas
concentraciones. Por todo ello, un protocolo de andlisis de muestras bioldgicas implica
considerar su composicion para seleccionar tanto el tratamiento de la muestra como las
condiciones para la medida instrumental (3).

Las matrices bioldgicas mas ampliamente estudiadas son orina y sangre, ya que la
toma de muestra puede ser no invasiva, en el caso de la orina, 0 minimamente invasiva,
para sangre, a diferencia de otras muestras como tejido o fluido cerebroespinal. La orina
es una muestra de facil recogida, no requiere personal especializado, y de fécil acceso, en

términos de cantidad. Ademas, se considera un biofluido integrador, al igual que la
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sangre, pues las funciones y fenotipos de diferentes partes del cuerpo se hallan integradas
en una sola muestra (3). Veamos algunos aspectos mas de la orina, considerando que sera
objeto de andlisis en este Capitulo de la Tesis. La orina contiene un 95% de agua y
solutos de diversa naturaleza que incluyen sales (conteniendo iones sodio, amonio,
sulfato, fosfato), moléculas de pequefia masa molecular (creatinina, urea), proteinas
insolubles y solubles, acidos nucleicos, vesiculas extracelulares, células y residuos
celulares. En torno a la mitad de las proteinas en la orina se hallan solubilizadas (con
tamafios moleculares tipicamente inferiores a 40 kDa), las proteinas de células epiteliales
desprendidas del sistema urogenital o renal constituyen la mayor parte de la otra mitad y,
finalmente, la fraccidon exosomal contabiliza un porcentaje mucho mas bajo (4).

En personas sanas la orina de la mafiana es levemente acida (pH=6,5-7,0),
alcalinizdndose ligeramente (pH=7,5-8,0) en la noche debido al ayuno. Para su anélisis,
este fluido presenta ventajas propias respecto de la sangre, no solo por su disponibilidad
en mayor cantidad a través de métodos no invasivos, sino porque puede repetirse el
muestreo sin problema y su preparacion previa al andlisis es mas sencilla por su menor
contenido en proteinas (de 0,5 a 1 g/L frente a 60-80 g/L en sangre), lipidos y otras
sustancias de alto peso molecular (5).

El muestreo de orina puede llevarse a cabo de modo aleatorio, planificado o
generando una composicion suma de muestras durante un ciclo de 24 h. El muestreo
aleatorio se lleva a cabo en cualquier momento del dia, mientras que se toma de forma
cronometrada para el estudio de tendencias relacionadas con el tiempo y monitorizacion
de biomarcadores o metabolitos. Para evitar la gran variabilidad en los perfiles de
metabolitos obtenidos en periodos de tiempo muy cortos, se recoge la muestra de orina
de 24 h. Cuando los anélisis se plantean con objetivos clinicos, generalmente se recoge la
orina limpia de la primera hora del dia (5). Las muestras de orina se suelen recoger en
recipientes estériles de polipropileno. Algunos procedimientos recomiendan la adicion de
surfactantes para minimizar la adsorcion de los analitos sobre las paredes internas del
recipiente. El uso de estos agentes quimicos no estd recomendado cuando los analisis se
llevan a cabo mediante MS, pues pueden provocar inhibicion de la ionizacion.

La adicion de agentes conservantes es una practica habitual para impedir
contaminacion bacteriana o cambios metabolicos. Sin embargo, algunos modifican
ciertas propiedades quimicas y pueden provocar la aparicion de materia sélida en

suspension. Asi, el acido borico se emplea para inhibir el crecimiento de Pseudomonas
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spp. Entre otros preservantes usados en muestras bioldgicas cabe destacar formaldehido,
clorhexidina y sales de mercurio (5).

Con objeto de garantizar una buena conservacion de la orina desde su muestreo hasta
el analisis se recomienda su conservacion a baja temperatura. Asi, si el analisis se va a
realizar durante las 48 h tras la recoleccion, es suficiente con mantener la orina en el
frigorifico a 4 °C; se recomienda mantenerla a -20 °C para tiempos largos de
almacenamiento (de hasta 6 meses) y nunca superar los nueve ciclos de congelacion-
descongelacion. De hecho, es preferible evitar dichos ciclos. Sin embargo, no existen
protocolos establecidos para la conservacion de muestras de orina que sean validos para
la determinacién de todos los componentes de esta matriz biologica, por lo que, en cada
caso concreto, se requiere aplicar condiciones especificas.

La Furvina®, también conocida como G-1, es un IFA, sintetizado en el CBQ en
Cuba, prometedor para el tratamiento de la onicomicosis debido a su actividad frente a
Candida albicans y otros microorganismos causantes de esta enfermedad. A partir de
este producto se han desarrollado diferentes formulaciones bajo distintos formatos y
contenidos del IFA. Para un control de su absorcién por parte del organismo, el
desarrollo de metodologia analitica para su monitorizacion a bajos niveles de
concentracion en fluidos biologicos resulta de gran interés.

La bibliografia muestra la aplicacion de diferentes métodos analiticos para la
determinacion de Furvina®. Asi, considerando la presencia de grupos cromoforos en la

molécula de Furvina®

se ha empleado espectrofotometria de absorciéon molecular
UV/VIS para su cuantificacion en diferentes fArmacos, como un ungiiento oftdlmico de
uso veterinario comercializado como Furvinol® (6), una laca de ufias medicinal (7) y una
tintura medicinal de ufas (8), asi como para estimar su estabilidad térmica (9).

La técnica de separacion GC también ha sido empleada para la cuantificacion de

Furvina®

en concentrados emulsionables para el tratamiento de afecciones de la piel
usando deteccion FID (10). Ademas, para estimar la pureza de este IFA en distintos lotes
también se ha empleado GC-FID usando columnas de relleno y una volumetria de
precipitacion con deteccion potenciométrica del punto final. En este ultimo caso se
valora el bromo liberado de la molécula de Furvina® en forma de bromuro inorganico y
se emplea nitrato de plata como reactivo valorante, haciendo uso de electrodos de plata y
calomelanos para la deteccion mediante potenciometria. La comparativa entre ambas
técnicas ensalzd la mayor selectividad de GC-FID (11). La separacion mediante TLC

también ha sido aplicada para control de calidad de diferentes lotes de Furvina®,
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concretamente para la estimacion del contenido de la impureza sintética MBr (2-bromo-
5-(2-nitrovinil) furano). Los resultados obtenidos mediante esta técnica semicuantitativa
se compararon con los proporcionados por la técnica GC-FID, mostrandose la validez de
los mismos y destacando la simplicidad del instrumental requerido para TLC que permite
hacer los anélisis mas baratos y rdpidos (12). La combinacién GC con columna capilar
acoplada a ECD también ha resultado muy exitosa para el control de la pureza de
Furvina® en distintos lotes del IFA, asi como de la presencia del MBr (13). La
determinacion de dicha impureza en el ungiiento topico Dermofural también ha sido
llevada a cabo mediante cromatografia liquida con deteccion ultravioleta-visible (14).

La determinacion de Furvina®

en otras matrices diferentes del propio principio activo
y de medicamentos solo se ha abordado en plasma humano mediante GC-ECD (15) y en
orina y suero humano, en este ultimo caso mediante GC con columnas de relleno y
detector selectivo de nitrégeno (16). El presente Capitulo de la Tesis se centra en el

® en orina

desarrollo de una metodologia de analisis para la determinacion de Furvina
humana mediante LCcapilar-DAD. La complejidad de las muestras bioldgicas obliga a
incluir varias etapas en el tratamiento de las muestras para obtener extractos limpios y
enriquecidos con los analitos. En este contexto, las técnicas convencionales tales como
LLE (17) y extraccion en fase solida (SPE) (18) se han aplicado para la determinacion de
distintos farmacos en muestras biologicas. Es de destacar el tratamiento de la muestra
propuesto por Calvo et al. (15) para la determinacion de Furvina® en plasma basado en
dispersion de matriz en fase solida (MSPD) donde la mezcla de la muestra con 1 g de
C18 se pasa a un cartucho conteniendo 1 g de gel de silice para la retencion de albiumina
y proteinas de la muestra, procediendo a la elucion con hexano del compuesto de interés.
Para el analisis de orina y suero, Gil del Valle et al. (16) aplican LLE en metil isobutil
cetona (MIBK). Aunque los procedimientos de extraccion SPE y LLE se han enfocado
en los ultimos afios hacia la minimizacion del consumo de muestra y de disolventes
organicos, en este Ultimo caso, los gastos no pueden compararse con los volimenes
habitualmente implicados en las técnicas de microextraccion. Las técnicas miniaturizadas
de extraccidn hacia fases solidas y liquidas han proporcionado excelentes resultados para
la determinacion de distintos IFAs en orina, destacando la modalidad DLLME (19-23),
cuyo fundamento ha sido expuesto en la Introduccién de esta Tesis Doctoral. Habida
cuenta de las reconocidas ventajas de la técnica DLLME, se propone aqui el desarrollo y
validacion de un procedimiento analitico para la determinacion de Furvina® en orina

humana empleando DLLME combinada con LCcapilar-DAD.
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I11.2. PARTE EXPERIMENTAL

II1.2.1. Reactivos

Se emplearon los disolventes organicos acetona, ACN, etanol, metanol, 1-octanol, 1-
undecanol, cloroformo, diclorometano y MIBK de grado HPLC obtenidos de Chem-Lab
(Zedelgem, Bélgica), asi como acido férmico de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EE.UU.). Otros reactivos utilizados fueron cloruro de sodio, hidroxido de sodio y acido
acético (Merck, Darmstadt, Alemania). El agua utilizada fue previamente purificada en
un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.UU.).

Los estiandares de Furvina® (99,73% de pureza) y 2-bromo-5-[(E)-2-nitrovinil]-
furano (99,64% de pureza), fueron suministrados por el Centro de Bioactivos Quimicos
(Santa Clara, Cuba). Se prepararon disoluciones de dichos estandares en acetona al nivel
de concentracion de 250 pug/mL, que fueron protegidas de la luz. Las disoluciones
estandar de trabajo para Furvina® se prepararon diariamente en ACN. Se utilizd el BaA
como estandar interno (EI) y se prepardé semanalmente al nivel de concentracion de 200

pg/mL el cual fue almacenado en el frigorifico a 4 °C.

1I11.2.2. Instrumentacion

Para la separacion cromatografica se emple6 un sistema LC capilar Serie 1200
Infinity de Agilent Technologies (Agilent, Waldbronn, Alemania) equipado con una
bomba capilar 1260 (G1376A) y un modulo de vacio 1260 (G4225A) para la
desgasificacion en linea de los disolventes mediante membranas. El detector DAD
(Agilent, G1321A), provisto de una celda de flujo de 0,5 pL, oper6 a una longitud de
onda de 380 nm para la deteccion del analito y a 250 nm para la del EI. La separacion
cromatografica se llevd a cabo en modo de fase reversa utilizando una columna capilar
Zorbax C18 (5 pm, 0,5 mm x 150 mm, Agilent). La fase mdvil consistié en una mezcla
de una disolucion acuosa de acido formico al 0,1% (v/v) y ACN en la proporcion 20:80,
trabajando en condiciones isocraticas con un caudal constante de 20 pL/min. Bajo estas
condiciones el analito eluyd con un tiempo de retencion de 2,9 min y el El a 5,8 min. Se
inyectaron alicuotas de 20 pL de muestra utilizando una valvula de inyeccion Rheodyne
modelo 7125-075 (Rheodyne, Berkeley, CA, EE. UU.). Las disoluciones se guardaban en
viales de vidrio ambar de 2 mL de capacidad provistos de insertos de vidrio (250 pL) con

pie polimérico.
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Para la preparacion de la muestra se utilizd un agitador vortex LLG- uniTEXER
(LLG-Labware, Constanti, Tarragona) y una centrifuga EBA 20 (Hettich, Tuttlingen,

Germany).

I11.2.3. Muestras y procedimiento analitico

Se obtuvieron muestras de orina de diez individuos sanos de edades comprendidas
entre 24 y 65 afios. Cada voluntario recogié un volumen de muestra de alrededor de 100
mL en recipientes de plastico estériles, siendo congeladas a -20 °C hasta el momento de
su analisis, que generalmente se llevéd a cabo dentro de las 48 h siguientes a su recogida.
Para el analisis, se descongeldé cada muestra de orina y se centrifugd durante 4 min a
3000 rpm y el sobrenadante se filtré usando filtros de membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE) de 0,22 pm de tamafo de poro.

Para el analisis de las muestras, se colocaron volimenes de 5 mL de orina filtrada en
tubos de vidrio de centrifuga con fondo conico de 15 mL de capacidad y se diluyeron en
proporcion 1:1 con agua, afiadiéndose seguidamente 50 pL del EI (200 pg/mL) para
obtener una concentraciéon final de 1 pg/mL. A continuacién, con ayuda de una
microjeringa, se inyectd de forma rapida una mezcla formada por 1,5 mL de ACN
(disolvente dispersante) y 400 uL de CHCIs (disolvente extractante), formandose la
turbidez resultante de la dispersion de las finas gotas de CHCI3 en la disolucion acuosa.
Se agitdé manualmente la mezcla durante unos segundos y seguidamente se centrifugd
durante 3 min a 3000 rpm, sedimentando la fase enriquecida en el fondo del tubo conico.
Finalmente, la fase depositada se recogio utilizando una microjeringa y se evaporo hasta
sequedad usando un flujo suave de nitrogeno, siendo reconstituido el residuo seco por
adicion de 50 pL de ACN. Se inyectd una alicuota de 20 pL en el sistema LCcapilar-
DAD.

Para la optimizacion del método, se mezclaron varias muestras, con objeto de
disponer de una matriz Unica para el estudio de los distintos parametros, y la mezcla se
fortifico hasta un nivel de concentracién 2 pg/mL con una disoluciéon de Furvina®
preparada en ACN. Las disoluciones se mantuvieron protegidas de la luz hasta su

analisis, que se llevo a cabo bajo las condiciones anteriormente descritas.
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I1L.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IT1.3.1. Seleccion de las condiciones cromatograficas y de deteccion

Para la seleccion de las condiciones Optimas de la separacion cromatografica se
empled una disolucion estandar de Furvina® (1 pg/mL) utilizando el BaA como EI en
ACN, inyectandose alicuotas de 2 puL en el sistema LCcapilar-DAD y fijando una
velocidad de flujo de la fase movil de 20 pL/min. La optimizacioén de la composicion de
la fase movil se llevod a cabo utilizando mezclas de ACN, como fase organica, y agua o
acido formico 0,1% (v/v) como fase acuosa. La resolucion mas elevada se consiguid para
la Furvina® utilizando la mezcla 4cido férmico:ACN en la proporcion 20:80 trabajando
en condiciones isocraticas. El analito eluy6 con un tiempo de retencion de 2,9 min y el EI
a los 5,8 min. Las longitudes de onda para la deteccion DAD de Furvina® fueron a 380

nm, para el MBr a 355 nm y del EI a 250 nm.

I11.3.2. Optimizacion de las condiciones DLLME

Para optimizar el procedimiento de preconcentracion DLLME se fij6 el volumen de
disolucion de muestra en 10 mL (orina: H2O, 1:1) a un nivel de fortificacion tanto para la

Furvina®

como para el EI de 1 pg/mL. Para la selecciéon de la naturaleza de los
disolventes extractante y dispersante se fijaron sus volumenes en 500 pL y 1,5 mL,
respectivamente. Asi, se estudio la capacidad extractante de disolventes de mayor
(cloroformo y diclorometano) y menor (1-octanol, 1-undecanol y MIBK) densidad que el
agua. Como fases dispersantes se estudiaron ACN, metanol y etanol.

La Tabla III.1 muestra los resultados obtenidos para la preconcentracion DLLME de
Furvina® con distintas combinaciones de disolventes extractante y dispersante. Puede
apreciarse que las recuperaciones mas altas se obtuvieron con CHCI3 como disolvente
extractante y ACN como disolvente dispersante, por lo que fueron seleccionados.
Ademas, el cloroformo como disolvente de densidad mayor que el agua, tras la etapa de
centrifugacion sedimenta en el fondo del tubo conico, siendo asi muy facil de recolectar.
Obsérvese también que cuando se usd 1-octanol y l-undecanol no se obtuvo una fase
orgéanica enriquecida discernible tras la etapa de centrifugacion de la mezcla ternaria. El
extractante MIBK no preconcentré la Furvina® en combinacion con ACN como
dispersante, y si lo hizo con metanol y etanol, aunque con menor eficiencia de la

proporcionada por CHCls.
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®

Tabla IIL.1. Areas de pico obtenidas para Furvina® en funcién del tipo de

disolventes extractante y dispersante.

1,5 mL Dispersante

ACN Metanol Etanol
Cloroformo 5881 3976 4241
é 2 Diclorometano 1680 2491 5077
o g
S o 1-Octanol - - -
RAT
5 1-Undecanol - - -
MIBK - 2423 475,9

Para evaluar la influencia del pH de la fase acuosa sobre la eficiencia de extraccion
se ajustd este parametro a valores de 3 y 5, mediante adicion de acido acético 1 mol/L,
pH de 6,5 que correspondia a la disolucion de muestra sin ajuste y a pH 9 y 12 mediante
adicion de hidroxido soédico 1 mol/L. La Tabla III.2 muestra los resultados obtenidos en
el estudio de pH, donde se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron a pH
6,5 (que corresponde al pH de la muestra), mientras que la sensibilidad disminuye a
valores de pH acido y basico, no llegdndose a detectar el analito a pH 12. Por

consiguiente, se descarto el ajuste de pH de la fase acuosa.

Tabla II1.2. Influencia del pH de la fase acuosa sobre la sefial de Furvina®.
pH 3 5 6,5 9 12
Area de pico 5166 4222 10356 941 -

La optimizacion del resto de los factores que influyen en la eficiencia de extraccion
en DLLME (volumen del disolvente extractante, volumen del disolvente dispersante y
concentracion de NaCl en la fase acuosa) se realizdo mediante un disefio de composicion
central (CCD) (2° + estrella, centrado en la cara), con tres puntos centrales espaciados, lo
que incluye 17 analisis (Tabla II1.3) para crear la superficie de respuesta, utilizando el
area del pico como respuesta analitica. Los diferentes factores se evaluaron en los
siguientes rangos: volumen del disolvente extractante (200 - 500 pL), volumen del
disolvente dispersante (1 - 5 mL) y concentracion de NaCl (0 - 5% m/v). En todos los
casos, la mezcla ternaria fue centrifugada durante 3 min a 3000 rpm para recuperar la

fase organica extractante.
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Tabla II1.3. Ensayos realizados para la optimizacion de los volimenes de disolventes y

concentracion de sal.

Volumen de CHCI3 Volumen de ACN Concentracion de
Analisis (nL) (mL) NaCl (% m/v)
1 350 1,5 2,5
2 500 1,5 2,5
3 350 1,5 5,0
4 500 2,0 5,0
5 350 1,5 0,0
6 500 2,0 0,0
7 200 2,0 0,0
8 200 2,0 5,0
9 350 1,5 2,5
10 500 1,0 0,0
11 500 1,0 5,0
12 200 1,0 0,0
13 200 1,5 2,5
14 350 1,0 2,5
15 200 1,0 5,0
16 350 2,0 2,5
17 350 1,5 2,5

Al procesar los datos obtenidos mediante el software estadistico Statgraphics
Centurion XV version 15.1.02 se obtuvieron los valores Optimos para la etapa DLLME

en relacion con los tres pardmetros estudiados (Tabla I11.4).

Tabla II1.4. Intervalo de parametros estudiados y valores 6ptimos para DLLME.

Factor Bajo Alto Optimo
Volumen cloroformo (uL) 200,0 500,0 420,7
Volumen ACN (mL) 1,0 2,0 1,83

Concentracion NaCl (% m/v) 0,0 5,0 4,5x10°
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La Figura III.1 muestra asimismo la superficie de respuesta obtenida a través del
disefio CCD para los intervalos de volumen de disolventes extractante y dispersante a un

valor establecido de concentracion de sal.

Superficie de respuesta estimada
%oMNaCl- 2,5

Area de pico

250 300 350 L0
Volumen de CHCls, pL

430 500

Figura III.1. Superficie de respuesta obtenida para el CCD considerando el volumen de

dispersante y extractante para una concentracion fija de sal.

De acuerdo con los valores aportados como 6ptimos por el software (Tabla I11.4 y
Figura II1.1) se selecciond un volumen de cloroformo de 400 pL, volumen de ACN de

1,5 mL y se descarto la adicion de sal a la fase acuosa.

I11.3.3. Validacion del método analitico

El método se valido obteniéndose los parametros analiticos de linealidad, LD, LQ,
precision, exactitud y selectividad de acuerdo con las guias internacionales (24).

Las pendientes de calibracion obtenidas por aplicacion del método aplicado a tres
muestras de orina diferentes no resultaron significativamente diferentes al nivel de
confianza del 95%. Como p= 0,315 se comprueba que no existen diferencias entre las

pendientes de las curvas de calibracion para la determinacion de Furvina®

en orina, para
un nivel de significacion de 0,05. Por consiguiente, la cuantificacion de las muestras se
llevo a cabo utilizando una matriz modelo, lo que evito la aplicacion del tedioso método
de adiciones estandar a las muestras.

La linealidad del método se estudi6 mediante el método de adiciones estandar a una
muestra de orina modelo, llevando a cabo las fortificaciones en el intervalo de

concentraciones de 0,01 a 1 pg/mL, y sometiendo las disoluciones a la etapa de

preconcentracion DLLME, bajo las condiciones experimentales finalmente
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seleccionadas. Las curvas de calibracion para la Furvina® fueron construidas
representando el cociente entre el area del analito y el area del EI frente a la
concentracion, a seis niveles de concentracion y analizados por duplicado. Los resultados
obtenidos aparecen resumidos en la Tabla IIL.5, junto con los valores de R? que
demostraron buena linealidad para el intervalo estudiado de concentraciones. El intervalo
de confianza de la pendiente se calcul6 realizando un anélisis de varianza simple factorial
con un 95 % de confianza mientras que el coeficiente de calidad (QC) se basa en la

aceptacion de una desviacion estandar constante (25):

N2
s (uch
=1\"35

n—1

QCmean = 100

donde:
n: nimero de puntos de la curva de calibracion
vi- sefial medida para un cierto valor de x;
vi: sefial predicha por el modelo

y: valor promedio de la sefial medida.

Tabla IIL.5. Caracteristicas analiticas del método DLLME con LCcapilar-DAD.

Criterio de aceptacion

Parametro Valor experimental

(26)
Intervalo de linealidad (ng/mL) 0,01 -1 -
Coeficiente de correlacion (1) 0,9987 r>0,99
Coeficiente de determinacion
&) 0,9973 r>>0,98
Pendiente (b) (mL/png) 1187,7 -
Ordenada en el origen (a) 45,51 -
Intervalo de confianza de b 1102,3 a 1273 diferente de 0
Test F 1492,7847 > 2,6805E% F > Feritico
Coeficiente de calidad (%) 3,71 QCss
LD (ng/mL) 0,003 -

LQ (ng/mL) 0,01 -
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Los valores de LD y LQ se determinaron por el método de extrapolacion a
concentracion cero.

La precision del método desarrollado se estudid mediante ensayos de repetitividad y
reproducibilidad, calculando los valores de desviacion estandar relativa (RSD) de una
serie de seis analisis consecutivos y dieciocho andlisis realizados en tres dias diferentes,
respectivamente. Para ello, se utilizaron muestras de orina fortificadas con el analito a
una concentracion de 0,120 pg/mL y el ET a 1 pg/mL.

Los resultados de los andlisis llevados a cabo en un mismo dia aparecen en la Tabla
I11.6, junto con el correspondiente valor medio de las concentraciones encontradas y su

SD y RSD asociados.

Tabla III.6. Estudio de repetitividad.

Experimento Concentracion Furvina® (ug/mL)
1 0,1218
2 0,1215
3 0,1217
4 0,1218
5 0,1213
6 0,1217
Valor medio 0,1217
SD 0,00021

RSD (%) 0,170

El valor obtenido para la RSD en los ensayos realizados durante el mismo dia
demuestra una muy buena repetitividad del método que, ademas, no excede al 3%, que es
el valor aceptable para ensayos fisico-quimicos de control de medicamentos (27).

En la Tabla II1.7 se presentan los valores de concentracion de Furvina® obtenidos
para el estudio de precision intermedia sobre la base de 18 determinaciones llevadas a

cabo por el mismo analista, en tres diferentes dias.



Capitulo 111 113

Tabla IIL.7. Estudio de reproducibilidad.

Experimento Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0,1218 0,1210 0,1211
2 0,1215 0,1218 0,1213
3 0,1217 0,1211 0,1227
4 0,1218 0,1212 0,1217
5 0,1213 0,1211 0,1222
6 0,1217 0,1217 0,1211
Valor medio 0,1217 0,1213 0,1217
SD 0,00021 0,00036 0,00067
RSD (%) 0,17 0,30 0,55

A partir de los datos de la Tabla III.7 se obtiene una RSD entre dias menor al 1 %,
demostrando a su vez una muy buena reproducibilidad para el método desarrollado.

También se determina la desviacion estandar (Senwesdias) (28) y el coeficiente de
variacion entre los dias (CVenue/dias), asi como el coeficiente de variacion tedrico segin

Horwitz (CV% Horwitz). La desviacion estandar entre los dias se calcula segtn:

o (.-” S onere — M “5:'?:1:“3}

Ser.tre Jdias —

1
A

donde: n = nimero de mediciones por dia y M= media de los valores
El célculo del coeficiente de variacion entre dias se realiza utilizando la expresion:

Cv _ SEﬁnf'e dias
entre dias —
’ Xm

El coeficiente de variacion se calcula segun:

(1-0,51ogC)
CV% =2

Horwitz

donde: C = media de las concentraciones de los tres dias expresada en m/m, que es
calculada de acuerdo a:

Como C est4 expresada en (mg/L) = 1 mg/L =0,001 g/kg = 0,001 g/1000 g = 1*10°
g/e
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Se realiza un analisis de varianza (ANOVA simple factorial, a=0,05) para determinar
el valor de Fealcutado con el objetivo de conocer si existen o no diferencias significativas
entre los resultados.

A partir del test F, se calcula el estadigrafo de Cochran (C) para conocer la
homogeneidad de varianza en cada analista por separado, para ello se divide la mayor
(méxima varianza) entre la suma de todas ellas utilizando la expresion:

(smax:]z

N IO

Los criterios de aceptacion definidos para evaluar la capacidad del método propuesto
de dar resultados semejantes de concentracion de Furvina®, cuando se aplica
repetidamente a una muestra de tintura, a partir de los resultados obtenidos en el estudio
de la precision son:

* Criterio de aceptacion para evaluar la repetibilidad del método bajo estudio: Que el
coeficiente de variacion de la repetibilidad no supere el valor del 3% (26).

* Criterios de aceptacion para el analisis de la precision intermedia del método
propuesto: El valor de CV % Entre dias < CV % Horwitz, €ntonces el coeficiente de variacion
obtenido en la precision intermedia es aceptable y el método es considerado preciso. Si el
valor de Fealculado < Frabulado, criterio que demuestra que los resultados obtenidos en los
diferentes dias no difieren entre si y que el método es preciso. Por ultimo, si el valor de
Fatculado > Frabulado, pero CV % Entre dias < CV % Horwitz, €l método es también considerado de
precision aceptable.

* El valor C calculado < C tabulado €8 un criterio a favor de la precision del método porque
no existen variaciones del método para los tres dias estudiados.

A través del andlisis de la precision intermedia y por los célculos realizados para los
valores de RSD entre los diferentes dias y su comparacién con los valores de RSD de
Horwitz, se confirma que dado el valor de RSD%entre dias) = 0,02 es inferior al obtenido
mediante el criterio de Horwitz, la precision del método es aceptable (29).

Por otro lado, se realizo un anélisis de varianza (ANOVA, simple factorial, 0=0,05)
para determinar el valor de Fcaiculado con el objetivo de conocer si existen o no diferencias
significativas entre los resultados de los diferentes dias. La comparacion de los valores de
F obtenidos evidencia que el valor de Fcaiculado de 1,10 es inferior al valor tabulado,
proporcionando asi otro parametro que indica la aceptable precision del método

desarrollado. A partir del test F, se calcula el estadigrafo de Cochran (C) para conocer la
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homogeneidad de varianza en cada dia por separado. La comparacion del valor de la C de
Cochram calculado, que fue de 0,0682, con el valor tabulado (0,707) muestra que
Cealeulado < Crabulado, Y poOr tanto se considera que la variacion del método es igual para los
tres dias, siendo este otro criterio que avala la precision intermedia del método.

La ausencia de picos interferentes en los cromatogramas obtenidos para todas las
muestras al tiempo de retencion tanto del analito como del EI demostr6 un alto grado de
selectividad para el método de determinacion de Furvina®, en parte alcanzado por la
etapa DLLME, permitiendo el uso de un sistema DAD acoplado a HPLC capilar para el
analisis de orina, muestra de reconocida matriz compleja.

Dado que no se disponia de materiales de referencia certificados, la exactitud del
método DLLME con LCcapilar-DAD se estudi6 a través de estudios de recuperacion.
Para ello, se fortificaron las muestras a 0,12 pg/mL para Furvina® donde los niveles de
recuperacion variaron entre 100,82 % y 101,52 % para un nivel de 9 muestras. La Tabla
II1.8 muestra una comparacion del método aqui propuesto para la determinacion de
Furvina® en orina con otros previamente propuestos para la determinacion del IFA en

otros fluidos bioldgicos (plasma y suero) por otros autores.

Tabla IIL.8. Comparacion del método propuesto con otros previamente desarrollados

para analisis de Furvina® en fluidos bioldgicos.

Tratamiento de . .
Muestra muestra (consumo Medida Linealidad LD RSD Ref.

0

(volumen) de disolventes) (ng/mL) (ug/mL) (%)
Orina y suero LLE, 3 mL

4 MIBK, 550 yL  GC-NSD  1-50 0,5 2,9-41 (16)
(2mL)

metanol

Plasma MSPD, 9 mL GC-ECD  0,5-8 0,14 <10 (15)
(0,5mL) hexano
Orina 400 pL CHCIs, LCcapilar Este
(5 mL) 1.5 mL ACN pap OO 0,03 < étodo

LLE, extraccion liquido-liquido; MIBK, metil isobutil cetona; MSPD, dispersion en fase

solida de matriz; NSD, detector selectivo de nitrogeno

Destaca el hecho de que hasta el momento no se ha propuesto ningiin método para
determinacion de Furvina® en fluidos biolégicos implicando tratamientos de muestra

basados en técnicas de microextraccion. El procedimiento DLLME propuesto en este
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capitulo requiere un tiempo de andlisis significativamente mas bajo, siguiendo ademas
las directrices de la Quimica Analitica Verde. De entre las principales ventajas del
método desarrollado frente a los previamente publicados destacan el menor consumo de
disolventes organicos, asi como la mayor facilidad de aplicacion de la técnica de
tratamiento de muestra, sobre todo al compararla con MSPD que implica la mezcla
previa de la muestra con el adsorbente (gel de silice C18) y la posterior inmovilizacion
en un cartucho conteniendo gel de silice para la retencion de la albiumina y las proteinas
de la muestra, de forma previa a la elucién de la Furvina® en hexano. Es de resaltar,
ademas, la mayor sensibilidad alcanzada por el método DLLME con LCcapilar-DAD, asi

COmo su mayor precision.

111.3.4. Analisis de muestras reales

El método DLLME con LCcapilar-DAD desarrollado se aplico al analisis de diez
muestras de orina. Como era de esperar, dado que ninguno de los individuos habia
recibido tratamiento con Furvina®, los resultados mostraron la ausencia del IFA en todas
las muestras, al menos a niveles de concentracion superiores al correspondiente LD. La
Figura II1.2 muestra un cromatograma obtenido para una muestra de orina fortificada, al
nivel de concentracion de 0,01 pg/mL de Furvina® analizada bajo las condiciones
experimentales finalmente seleccionadas para la deteccion del IFA. Es de destacar que no

se detectd la impureza MBr a 355 nm en ninguna de las muestras analizadas.

DAD1 B, Sig=380,4 Ref=aoff (ZENIA HPLC...D-FLD DICIEMBRE 2021\ ZENIA 2021 2021-12-01 16-43450112202124.D)

1444

Figura I11.2. Cromatograma obtenido a la longitud de onda de 380 nm para una muestra

de orina fortificada y analizada mediante el método propuesto.
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I11.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método analitico sencillo, preciso, exacto y selectivo que
permite determinar muy bajas concentraciones de Furvina® en orina humana mediante la
aplicacion de DLLME vy la cuantificacion del analito mediante LCcapilar acoplada a
DAD. El procedimiento de preconcentracion basado en DLLME implica el uso de
cantidades muy pequefias de disolventes orgénicos y de muestra y su aplicacion requiere
una minima manipulacion, asi como tiempos cortos. Ademas, el consumo de disolventes
también se ve minimizado con el uso de un sistema cromatografico basado en LCcapilar,
que ademas requiere de volumenes de inyeccidon muy pequefios, lo que es ideal para el
analisis de muestras bioldgicas por su limitada disponibilidad. El método desarrollado ha
proporcionado muy buenos valores para los diferentes parametros analiticos, incluida la
selectividad, permitiendo asi, el uso de un sistema de deteccion facilmente accesible para

cualquier laboratorio de analisis.
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CAPITULO IV

CARACTERIZACION DE LAS LACAS
DE UNAS MEDIANTE DIFERENTES
METODOLOGIAS ANALITICAS.
EVALUACION DE LA
PENETRABILIDAD
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IV.1. INTRODUCCION

IV.1.1. Técnicas analiticas utilizadas para la evaluacion de las lacas de ufias

En este capitulo fueron utilizadas para la caracterizacion de las lacas de ufas las
técnicas de difraccion de rayos X (XRD) (1,2), microscopia electronica de barrido (SEM)
(3,4), la espectroscopia infrarroja (IR) (5,6) y la calorimetria diferencial de barrido
(DSC) (7,8), cuyos fundamentos han sido detallados en la Introduccidon general de esta

Tesis.

1V.1.1.1. Estudios de penetrabilidad de las lacas

Los estudios in vitro cada vez se utilizan mas, a pesar de que la interpretacion de los
resultados debe hacerse con cautela, puesto que pueden implicar el uso de membranas de
distinta procedencia y esto alterar los resultados obtenidos.

En la realizacién de los ensayos de difusion transdérmica in vitro resulta de gran
importancia trabajar en condiciones estandarizadas y controlar los factores que pueden
afectar a la absorcién transdérmica, de modo que los resultados obtenidos sean
reproducibles y permitan alcanzar los objetivos planteados. Asi pues, resulta relevante la
seleccion de las celdas de difusion y las caracteristicas de la membrana a emplear, la
composicion del liquido empleado en el compartimento receptor y la temperatura de
realizacion del ensayo (9). A continuacidn, se mencionan los aspectos y las directrices de
la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD) para la

realizacion de estudios de absorcidon transdérmica.
Celdas de difusion

La mayor parte de los sistemas empleados en los estudios de permeabilidad se basan
en la utilizacion de celdas de difusion formadas por dos compartimentos, uno dador, con
la disoluciéon conteniendo el agente penetrante o la formulacién a ensayar, y otro
compartimento receptor, que contiene la disolucion receptora. El material empleado en la
fabricacion de la celda puede variar, si bien suele emplearse vidrio neutro u otros
materiales inertes. Entre los compartimentos dador y receptor se dispone la membrana,
que puede ser de distinta naturaleza segin la finalidad del ensayo planteado. La
superficie de la membrana que queda expuesta entre los dos compartimentos

generalmente es la misma y puede variar. Suelen emplearse membranas de entre 0,3 y 5
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cm?. La Figura IV.1 muestra un esquema de funcionamiento de los dos tipos de celdas de

difusion de flujo vertical y de flujo horizontal con su barra de agitacion.

A. Flujo Vertical

Toma de
muestra —— Dador 1.
J}‘a —]<= Membrana e= B
—
Toma de
—— Receptor — ':I_-::
| P — muestra
Celdaestatica Celdadeflujocontinuo

B. Flujo Horizontal
Toma de muestra
{0 O
L l®

—1— Receptor

Dador —

Ll
iy

Membrana

Figura IV.1. Esquema de las celdas de difusion de flujo (A) vertical y (B) horizontal,

empleadas en los estudios in vitro de absorcion transdérmica (9).

Celdas de flujo vertical

Las celdas de difusion estaticas fueron inicialmente propuestas por Coldman y
posteriormente modificadas por Franz y comprenden las llamadas estaticas y las de flujo
continuo. En ambos casos, el compartimento dador se sittia sobre el receptor y, entre
ellos, se dispone la membrana en posicion horizontal. EI compartimento receptor tiene
una tubuladura lateral que permite la toma de muestras de este compartimento. En las
celdas de flujo continuo, el contenido del compartimento receptor estd en continua
renovacion, tratando de simular el drenaje vascular, lo que resulta muy util tanto en el
caso de sustancias penetrantes poco solubles en el fluido receptor, como en el de
sustancias que alcancen elevadas concentraciones en el mismo, ya que en ambos casos la
velocidad de difusion puede estar limitada por la pérdida de las condiciones de sumidero.

Normalmente, el vehiculo donador no se agita durante el ensayo, con el fin de

reproducir las condiciones atmosféricas en las que el medicamento se aplica sobre la piel,
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donde se dan situaciones de evaporacion, difusion o deplecion. Las celdas disefiadas para
este tipo de ensayos pueden utilizarse con cualquier clase de vehiculos (componentes
liquidos que transportan los demas elementos de una formula farmacéutica y facilita su
administracion), y hacen posible controlar, en el compartimento dador, variables como la
humedad, temperatura, u otros factores ambientales. De este modo, mediante ensayos
comparativos, se pueden determinar los efectos de las técnicas oclusivas, por ejemplo.
Ademas, la membrana puede tratarse, previamente o durante el ensayo, con promotores,

disolventes u otras sustancias para determinar su efecto sobre la permeabilidad.

Celdas de flujo horizontal

En este tipo de celdas, la membrana se dispone verticalmente, entre los
compartimentos dador y receptor. Estas celdas tienen un uso minoritario. Estan disefiadas
para trabajar con formulaciones liquidas o con disoluciones o suspensiones de farmaco
preparadas en distintas condiciones. En este caso ambos compartimentos se hallan

sometidos a agitacion.
Liquido receptor

Generalmente el volumen del compartimento receptor oscila entre 2 y 20 mL. Por lo
que respecta al fluido empleado para rellenarlo, se suele emplear una disolucion salina
tamponada a pH fisiolégico (11,12). Excepcionalmente, en celdas de difusion estaticas, si
se trata de analizar compuestos muy poco solubles, se puede variar la composicion de
dicho fluido, empleando liquidos en los que la solubilidad sea lo suficientemente elevada
como para garantizar que el proceso de difusion no estd limitado por la solubilidad. En
estas situaciones pueden emplearse mezclas etanol:agua (1:1) o bien agua conteniendo
muy bajas concentraciones de tensoactivo. Este fluido debe estar en contacto directo con
la membrana y debe mantenerse bajo agitacion, para evitar la formacion de capas acuosas
estaticas que limiten la difusion. Igualmente, este liquido se mantiene a temperatura
constante, con objeto de que la temperatura en la superficie de la membrana sea de 32 °C.

Ambas precauciones permiten simular mejor las condiciones fisioldgicas.
Membranas

Para estudios de penetrabilidad de lacas de ufas, las membranas mas empleadas son
las de pezufias bovinas. La pezufia bovina y las ufias humanas poseen propiedades
andlogas con respecto al contenido de queratina. Las queratinas de la pezufia bovina

poseen una conformacion o igual que las que forman parte de la epidermis, el pelo o las
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ufias humanas (10). Sin embargo, estudios de difusion de fairmacos realizados a través de
estas membranas deben considerarse con cierta cautela, ya que las pezufias son mas
permeables que las ufias (11) debido posiblemente a que sus queratinas presentan menor
numero de enlaces disulfuro, dando lugar de este modo a una estructura mas sensible a la
hidratacion (12).

A pesar de ello, la pezufia bovina puede proporcionar informaciéon 1til sobre la
difusion de farmacos a través de estas estructuras queratinizadas. Asi, Mertin y Lippold
(11) indicaron que el coeficiente de permeabilidad a través de la lamina ungueal humana
se puede estimar conociendo el coeficiente de permeabilidad de la membrana de la

pezufia bovina, de acuerdo con la siguiente ecuacion:
log Pn=3,7323 + 1,751 log Pu

donde P es el coeficiente de permeabilidad a través de la ldmina ungueal y Py el
coeficiente de permeabilidad a través de la membrana de pezufia bovina.

En este Capitulo, los estudios de permeabilidad de laca de ufias conteniendo
Furvina® en células de Franz se realizaran empleando como sustrato la pezufia bovina, ya
que es una aproximacion comunmente empleada en los estudios de difusion de

medicamentos por via ungueal.
IV.2. PARTE EXPERIMENTAL

IV.2.1. Difraccion de rayos X
1IV.2.1.1. Elemento de prueba

Las muestras tienen una apariencia homogénea y microcristalina etiquetadas como
“G1Patrén”, “MBr” y “LotG1” (lote de Furvina®), todas proporcionadas por el CBQ. Los
tres formulados de ufias se presentaron en forma de laminas de aspecto plastico y
homogéneo (lamina de lacas de ufias secas).

Las laminas de pléstico se cortaron en pequeias fibras para depositarlas planas sobre
la superficie del soporte, para preservar la geometria de Bragg-Brentano. Todas las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente y en viales hasta el momento de su

analisis, protegidos de la luz.
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1V.2.1.2 Metodologia e instrumentacion

Los datos de difraccion de rayos X de polvo cristalino (XRPD) se recolectaron en
geometria Bragg-Brentano usando un difractémetro de rayos X tipo “Bruker DS
Advance” (40 kV, 40 mA, theta/theta) equipado con un tubo de rayos X de Cu sellado
(CuKal (A =1.5406 A)) y un detector tipo LYNXEYE XE-T (Karlsruhe, Alemania).

Los difractogramas se obtuvieron en el rango angular 3-45° con un paso de 0,02° y un
tiempo por paso de 2 s. Las muestras se rotaron durante la medicién para obtener los
perfiles de pico Optimos para el analisis, asi como para minimizar el efecto de la
orientacion preferencial. Se depositaron sobre una base de cristal orientado (grasa de
silicona SI-511) para evitar el ruido de fondo (dispersion) provocado por un soporte tipo
vidrio.

Para realizar el analisis matematico de los difractogramas obtenidos se utilizd el

software “HighScore Plus, Version 3.0d”.

IV.2.2. Microscopia electronica de barrido
1V.2.2.1. Equipos

Microscopio para analisis mediante microscopia electronica de barrido de emision de
campo (FE-SEM) marca TESCAN modelo MIRA3 (Brno, Chequia) y recubridor por

pulverizacion de escritorio DSR1 (Markham, Canada)

1V.2.2.2. Materiales, reactivos y muestras

Se utilizé un portador de muestras con cinta de carbono para analisis SEM de las
muestras y nanoparticulas de oro. Ademas, fueron utilizados la Furvina®, laca

transparente, roja y blanca, asi como los formulados transparente, rojo y blanco al 0,25%.

1V.2.2.3. Metodologia

Para la caracterizacion estructural del IFA Furvina® por SEM se depositaron unos 20

mg tanto de Furvina®

como de peliculas secas de los tres formulados y de las tres lacas
de ufias en el portador de muestras con cinta de carbono y se colocaron en una
desecadora durante 20 min. Todas las muestras se recubrieron con nanoparticulas de oro
cuyo espesor fue de 20 nm haciendo uso del recubridor por pulverizacion DSR1. Se
registraron las imégenes captadas por el detector de electrones secundarios (SE) a

diferentes escalas (1, 2, 20, 100 y 200 um).
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IV.2.3. Espectroscopia infrarroja
1V.2.3.1. Equipos

Espectrometro IR Spectrum Two™ (Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.).

1V.2.3.2. Muestras

Furvina®, lacas transparente, roja y blanca, asi como los formulados transparente,

rojo y blanco al 0,25%.

1V.2.3.3. Metodologia

Cada espectro IR fue registrado en el rango de 4000 a 400 cm™ ' con una resolucion

de2cm™.

1V.2.4. Calorimetria diferencial de barrido
1V.2.4.1. Equipos

Calorimetro diferencial de barrido DSC-Q1000 V9.9 Build 303 (TA Instruments,
New Castle, EE.UU.) y Recubridor por pulverizacion de escritorio DSR1 (Markham,
Canada).

1V.2.4.2. Materiales y muestras

Cépsula de aluminio para analisis de muestras por DSC, Furvina®, lacas transparente
9 9 9

roja 'y blanca, asi como los formulados transparente, rojo y blanco al 0,25%.

1V.2.4.3. Metodologia

Para la caracterizacion estructural del IFA Furvina® y las lacas de ufias por DSC y
para conocer el intervalo de fusion del principio activo y las lacas se procede a efectuar la
calibracion del calorimetro con estandares proporcionados por el fabricante cuyos valores
de entalpia son conocidos con exactitud. Una vez calibrado el equipo, se pesaron unos 12
mg de Furvina® y de los formulados en una céapsula de aluminio para su analisis y se
colocd en el calorimetro. Se dejo estabilizar en presencia de una corriente de nitrogeno
durante 15 minutos a temperatura y presion estandar ambiente. Como referencia se
utilizd una capsula de aluminio vacia. Ambas cépsulas fueron sometidas a un programa

controlado de temperaturas comprendidas entre 0 y 300 °C.
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IV.2.5. Permeabilidad
1V.2.5.1. Equipos

Espectrofotometro UV-VIS Cary 60 modelo 2 (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, EE.UU.), bafio de agua termostatizado (Julabo, ED THERM 60, Alemania).

1V.2.4.2. Materiales y muestras

Celdas de Franz, pinzas para celdas de Franz, pezufias bovinas (obtenidas de
Compostelana de carnes S.L; Santiago de Compostela, Espafia), jeringa, papel parafilm,
guantes quirurgicos de latex, tubos eppendorf, agitador magnético, buffer pH=7,
Furvina®, laca transparente, roja y blanca, asi como los formulados transparente, rojo y

blanco al 0,25 %.

1V.2.4.3. Metodologia

Se prepar6 una curva de calibracion para Furvina® a partir de disoluciones patrén
preparadas en acetona y midiendo la absorbancia a 363 nm. Para ello se pesaron 20 mg
de Furvina® y se disolvieron en 10 mL de acetona para obtener una concentracion de
2000 pg/mL. Se tomaron 500 uL de esta disolucidon y se mezclaron con 500 pL de
acetona para obtener una concentracion de 1000 pg/mL. A partir de esta Gltima se
prepararon diluciones de concentraciones comprendidas entre 0,06 y 31,25 pg/mL como
patrones de concentracion.

Las pezufias se hidrataron durante dos horas y se seleccionaron las que presentaron
un grosor similar y ausencia de defectos o grietas que pudieran alterar los resultados. En
el compartimento dador se colocaron 1 mL de las muestras de cada formulado
(transparente, rojo y blanco) a una concentracién de Furvina® de 2500 pg/mL.
Seguidamente se rellend el compartimento receptor con 6,5 mL de disolucion reguladora
de pH=7 y se introdujo un iman en la disolucidn para su posterior agitacion magnética.
Se coloc6 la ufia bovina entre el compartimento receptor y el dador, sosteniéndola con
unas pinzas para celdas de Franz. La superficie disponible de liberacion fue de 0,418
cm’. Entonces, se coloco la celda en un bafio termostatado a 37 °C durante
aproximadamente 1 hora, con agitacion magnética a 300 rpm con objeto de que se
alcance el equilibrio de reparto entre los dos compartimentos. Es importante que no se

generen patrones turbulentos en el compartimento receptor ya que puede incorporar aire
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en el mismo. Si queda alguna burbuja entre el compartimento receptor y la membrana, se
procede a girar la celda unos 90° para eliminar las burbujas por la abertura lateral.

Cada ensayo de los formulados fue realizado por triplicado. A través de la abertura
lateral de la celda se tomaron volimenes de las muestras de 1 mL, reponiendo en cada
caso el volumen retirado con disolucion reguladora de pH=7. Esta reposicion asegura que
el fluido receptor se mantiene en contacto con la pezufia de modo que el proceso de
difusion no se vea limitado. Se tomaron muestras a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24, 48, 72, 96, 120,
144, 168, 192, 216, 240 y 264 horas.

La cantidad de fAirmaco acumulada en el compartimento receptor a cada tiempo de
muestreo cuando se emplean celdas de difusion estaticas se calcula de la siguiente

manera. En la muestra recogida tras 1 h de mantenimiento en la celda:
Qr1 = Cpy *V,

expresion en la que Qu es la cantidad en masa acumulada en el compartimento
receptor al primer tiempo de toma de muestra, Cy1 es la concentracion analizada en el
primer tiempo de muestreo y Vr es el volumen del compartimento receptor. En el
segundo y los sucesivos tiempos de muestreo se cumple:

tn—1

Csil = Csii * Vi' + Z C!:Vm
rl

siendo Vm el volumen de las muestras tomadas. Una vez obtenida esta cantidad a cada

tiempo se divide por la superficie de piel empleada, S, para normalizar la informacion.
IV.3. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.3.1. Resultados de los analisis mediante XRD

Los resultados obtenidos para el analisis XRD de los distintos formulados y de la
Furvina® permitieron establecer los correspondientes difractogramas, que aparecen
reflejados en la Figura IV.2. SE puede observar que los tres formulados (transparente,
rojo y blanco) proporcionaron difractogramas similares, no presentando picos, lo cual
sugiere que las lacas no cumplen con la ley de Bragg y los rayos X no atraviesan el

®

material. Sin embargo, el difractograma de Furvina® muestra sus picos caracteristicos,

descritos anteriormente por otros autores (13).
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Difractograma de los formulados y la furvina
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Figura IV.2. Difractogramas de los formulados y la Furvina®.

IV.3.2. Resultados obtenidos mediante SEM

Las Figuras IV.3-IV.9 muestran las imagenes obtenidas mediante analisis SEM-SE
de las nueve muestras (formulados, lacas y Furvina®) con un voltaje de aceleracion
(EHT) de 3,00 kV y en diferentes escalas, A (1 pm), B (2 um), C (20 um), D (100 um) y
E (200 um).
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Figura IV 4. Imagenes SEM-SE obtenidas para el formulado rojo.
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Figura IV.5. Imagenes SEM-SE obtenidas para el formulado blanco.
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Figura IV.6. Imagenes SEM-SE obtenidas para Furvina®.
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Figura IV.7. Imagenes SEM-SE obtenidas para la laca transparente.
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Figura IV.8. Imagenes SEM-SE obtenidas para la laca roja.
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Figura IV.9. Imagenes SEM-SE obtenidas para la laca blanca.

Al observar las imagenes captadas mediante SEM-SE a las diferentes escalas y
comparando cada formulado con su correspondiente excipiente de cada color de laca se
puede observar que existen cambios morfoldgicos y tipograficos de los cristales del IFA
probablemente debidos a su disolucion en el medio.

Comparando las Figuras IV.3, IV.6 y IV.7 se puede observar que el formulado
transparente adquiere una forma morfoldgica y tipografica diferente a la de la laca sola.
A medida que la resolucion aumenta se aprecian particulas que son propias del IFA
Furvina®, ya que la laca transparente presenta practicamente una superficie lisa.

La comparacion de las Figuras IV.4, IV.6 y IV.8 muestra que el formulado rojo si
mantiene la estructura de la laca roja y no se observan grandes particulas cristalinas del
IFA, lo cual puede deberse a la disolucion del IFA en el vehiculo.

Al comparar las Figuras IV.5, IV.6 y IV.9, se observa que el formulado blanco tiene
particulas cristalinas que deben ser propias del IFA, aunque también se observa la forma
morfologica propia de la laca blanca.

Por otra parte, si se comparan los 3 formulados por separado también se observan los
cambios morfoldgicos y tipograficos, probablemente debidos al tipo de pigmento que

cada uno contiene y que aportan a la coloracion de la laca (transparente, rojo y blanco).
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1V.3.3. Resultados de los analisis mediante IR

Los espectros IR (4000 — 400 cm™") de los formulados evaluados se representan en la

Figura IV.10.

Espectro IR
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Figura IV.10. Espectros IR de los formulados y del IFA.

Como se observa en la Figura IV.10, las regiones de bandas alrededor de 3230 —

2800 cm™' y 1800 — 560 cm™! resultaron ser las mas importantes, aunque aparecen otras

bandas que se atribuyen a las lacas. Una evaluacion comparativa de datos reveld una

®

similitud entre las bandas de los espectros, ya que las bandas de la Furvina® no

®

desaparecen en los formulados de ufias. Las bandas caracteristicas de la Furvina®™ se

atribuyeron de la siguiente manera:

Cspz-H 3131,8 cm™' y 3035,4 cm ™,
C=C1618,0cm™, 1537,0cm™' y 1454,1 cm™!,
NO 1502,3 cm™' y 1363,4 cm™,
C-0-C1278,6cm'y1024,0cm™,y

C-Br 644,1 cm™.

Se puede llegar a la conclusion de que mediante la técnica IR se puede identificar la

presencia del IFA en los tres formulados.
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I1V.3.4. Resultados de los analisis mediante DSC

En la Figura IV.11 se muestran los termogramas obtenidos del analisis del IFA

Furvina® y de los formulados por DSC en el intervalo de 0 a 300 °C.

Termogramas de los formulados y del IFA Furvina
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3,00000
% 2,00000
— Formulado
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m
Q
by [ S Formulado
'g 0,00000 o % 100 Transparente
=) Formulado
o -1,00000 rojo
-2,00000 Furvina
-3,00000
-4,00000

Temperatura (°C)

Figura IV.11. Termograma de Furvina® y los formulados obtenidos mediante DSC.

Los termogramas muestran un pico endotérmico a la temperatura de 90,59 °C
correspondiente a la fusion del principio activo como resultado del calentamiento del
material certificado. Por su parte, los tres formulados presentan un pico similar
exotérmico por lo que se puede llegar a la conclusion de que los formulados, a pesar de
no observarse el pico del IFA debido a la concentracién de los mismos (0,25% (m/m)),
deben mantenerse a una temperatura inferior a 87,57 °C, que es la temperatura a partir de

la cual comienza a fundir la Furvina®.

IV.3.5. Estudios de permeabilidad

La curva de calibracion se obtuvo usando disoluciones de Furvina® en acetona en un

rango de concentracion entre 0,06 y 31,25 pg/mL (Figura IV.12).
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Curva de calibracion
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Figura IV.12. Curva de calibracion del IFA en acetona a 363 nm.

La Figura IV.13 muestra los resultados obtenidos a través del estudio de
permeabilidad de las tres lacas a lo largo de 11 dias, donde se representa la cantidad de
Furvina® difundida total por unidad de superficie de la ufia a lo largo del tiempo. Debido
a la consistencia de las lacas de ufas y su poca solubilidad en agua, al inicio
practicamente no se cuantifica fuvina en el compartimiento receptor. A partir de las 168
horas es cuando comienza a cuantificarse el IFA, por lo que se recomienda un periodo de
contacto con la ufia superior a los 11 dias para que el formulado sea capaz de adherirse a

la ufia y atravesarla, pudiendo actuar en el tratamiento de la onicomicosis.

-— Estudio de permeabilidad de las 3 lacas
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tiempo (h)

T3 R3 —8—B3

Figura IV.13. Estudio de permeabilidad de las tres lacas a lo largo de 11 dias.
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IV.4. CONCLUSIONES

Mediante los analisis mediante IR, DSC, XRD y SEM-SE se pudo identificar y
caracterizar la Furvina® en los formulados. Mediante la espectroscopia IR se pudieron
determinar las bandas del IFA en los formulados, corroborando su presencia los mismos.
La aplicacion de la técnica DSC permitio establecer las condiciones de temperatura de
almacenamiento de los formulados, al comprobar la temperatura de fusién de la Furvina®
(87,57-95,46 °C), reportando asi un criterio de la estabilidad térmica para los formulados.
Los difractogramas obtenidos mediante XRD fueron similares entre las lacas pero
diferentes al obtenido para el IFA, lo que sugiere que las lacas no cumplen con la Ley de
Bragg y los rayos X no atraviesan este material. Los anélisis SEM-SE mostraron cambios
morfologicos y tipograficos de los cristales del IFA en los formulados. Los resultados
obtenidos a través del estudio de permeabilidad conducen a recomendar el contacto del

formulado con la ufia durante un periodo superior a los 11 dias, para que este sea capaz

de adherirse a la ufla y cumplir su objetivo de curar la onicomicosis.
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CAPITULO V

DETERMINACION DE PLOMO,
ARSENICO Y COBRE EN LACAS DE
UNAS MEDIANTE ESPECTROMETRIA
DE ABSORCION ATOMICA






Capitulo V 145

V.1. INTRODUCCION

Algunos metales, tradicionalmente toxicos en diferentes tipos de muestras, son muy
peligrosos debido a su alta biodisponibilidad, toxicidad potencial y facilidad de
acumulacion por diversos organismos vegetales y animales y muestras ambientales (1).

En la Unién Europea (UE) el reglamento de la Comision Europea (CE n° 1223/2009)
sobre cosméticos establece la informacion que debe figurar en la etiqueta de los
productos e incluye diferentes anexos con numerosos ingredientes prohibidos y
restringidos (2). Es imprescindible asegurarse de que el cosmético cumple con los
requisitos del reglamento de la UE de forma previa a su introducciéon en el mercado
comunitario, siendo necesario revisar previamente su formula y etiquetado. En Cuba, los
productos cosméticos para su produccion, importacion, procesamiento, envase, expendio
y comercializacion, asi como las presentaciones cosméticas de desarrollo avanzado
estaran sujetas a aprobacion por el Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia (INHEM) previa sustentacion técnica presentada por el solicitante (3).

La evaluacion del producto tiene por objeto conceptuar sobre la capacidad del
fabricante, del proceso de fabricacion y de la calidad del producto. Con respecto a los
medicamentos, la EMA (4) garantiza la evaluacion cientifica, la supervision y el
seguimiento de la seguridad de los medicamentos de uso humano y veterinario en la UE.
Para los efectos del andlisis técnico de la formulacion del producto, se adoptan como
oficiales las normas para los cosméticos expedidas por la FDA (5) y la norma cubana de
requisitos sanitarios (3,6), sin perjuicio de las que en el futuro se expidan en el pais para

productos especificos.

V.1.1. Presencia de metales en cosméticos

En los ultimos anos se ha logrado el desarrollo de formulaciones cosméticas
inteligentes a través de la combinacion exacta de cada ingrediente, permitiendo de esta
manera el desarrollo de cosméticos seguros y tecnolégicamente mejor elaborados. Aun
asi, algunos cosméticos pueden contener metales pesados como plomo, arsénico, cobre,
mercurio y antimonio, los cuales, a pesar de contribuir a la belleza, representan un riesgo
para la salud (7). Sin embargo, existen diferentes investigaciones que corroboran la
presencia de metales pesados en formulaciones cosméticas actuales como: tintes de

cabello, maquillaje, sombras y labiales que han producido dafios en el consumidor. Por
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tanto, la presencia de metales pesados es una gran preocupacion y requiere de un
monitoreo constante (7).

En la actualidad, el cuidado de la piel y la cosmética forman parte de la vida diaria,
lo que ha incrementado la produccion de cosméticos (8). Con la aparicion de nuevas
materias primas y tecnologias avanzadas, éstos han evolucionado en formulaciones mejor
elaboradas; sin embargo, las investigaciones contintan identificando en algunos de ellos
la presencia de metales contaminantes que acceden al organismo, acumulandose en
diferentes 6rganos y generando un dafio a lo largo del tiempo de exposicion (8,9).

Los pigmentos fabricados con plomo a menudo son usados para ceramicas o
artesanias; sin embargo, también se encuentran en cosméticos. En los labiales, pinturas o
sombras, la concentracion de plomo en el producto varia de acuerdo con el color y
cobertura que se le vaya a dar al producto, asi, los més oscuros y opacos son los que mas
contenido de plomo presentan. Cuando se fabrican cosméticos, debe prestarse especial
atencion al analisis de la materia prima, especificamente a los pigmentos, debido a que
estos en su composicion pueden contener plomo como impureza (10).

Con respecto a los productos farmacéuticos, el ICH cuenta con directrices que
establecen normas estrictas sobre la cantidad de metal que puede contener un IFA o un
medicamento, que varia en funcion del propio metal y del método de administracion del
farmaco al paciente. En los fairmacos, los contaminantes metalicos pueden proceder de
varias fuentes, siendo la mas comun la de cualquiera de las materias primas, reactivos o
disolventes utilizados en la sintesis del IFA y de los excipientes (estabilizantes,
colorantes, recubrimientos, aromatizantes, agentes liberadores, etc.) (11). Por ejemplo,
los metales pueden haberse usado deliberadamente en el proceso de fabricacion del IFA
como catalizadores (paladio o platino) de reacciones de hidrogenacion o catalizadores
quirales que pueden contener rutenio o rodio (12). En 2008, la EMA public6 una directriz
sobre los limites de especificacion para residuos de catalizadores metalicos o reactivos
metalicos, que fue adoptada por la Farmacopea Europea y debe aplicarse tanto a los
medicamentos nuevos como a los ya existentes (13). Los metales también pueden
aparecer en el farmaco como impurezas liberadas por el equipo de fabricacion, el agua o
los sistemas de embalaje. Por otro lado, algunos metales se encuentran en los
medicamentos no como contaminantes sino por sus propiedades beneficiosas sobre la
salud. De hecho, algunos IFAs incorporan metales y metaloides en su estructura. Por

ejemplo, algunos agentes antimicrobianos conteniendo hierro, plata y oro, agentes
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antipsicoticos conteniendo litio o farmacos empleados en terapias de cancer basados en
compuestos de platino (11).

La USP (14) establece como mandatorios el monitoreo de plomo, mercurio, bismuto,
arsénico, antimonio, estafio, cadmio, plata, cobre y molibdeno, mientras que la Ph. Eur.
incluye ademads vanadio, paladio, platino, oro y rutenio (15).

La directriz Q3D de la ICH sobre impurezas elementales ofrece un enfoque de
control basado en el riesgo, asi clasifica los metales potencialmente peligrosos en cuatro
grupos, dependiendo de su efecto bioldgico en los seres humanos. La clase 1 incluye
arsénico, cadmio, mercurio y plomo, elementos que casi nunca participan activamente en
la fabricacion de un producto farmacéutico. Sin embargo, el elevado peligro que suponen
obliga a incluirlos en la evaluacion de riesgos. La clase 2 contempla metales clasificados
como toxicos para el ser humano y se divide a su vez en dos subcategorias (2A y 2B), en
funciéon de la probabilidad de que sus elementos estén presentes en el producto
farmacéutico. Cobalto, niquel y vanadio forman la subcategoria 2A, presentando una
probabilidad relativamente alta de aparecer en un medicamento, por lo que se requiere
una evaluacion del riesgo en todas sus fuentes potenciales. Los metales de la
subcategoria 2B tienen una probabilidad menor de hallarse presentes en el producto
farmacéutico y no es necesario incluirlos en la evaluacion de riesgos, a menos que se
usen intencionadamente en la fabricacion del IFA, los excipientes o cualquier otro
componente del producto. Esta lista incluye varios metales utilizados habitualmente
como catalizadores, asi como plata, oro, osmio, selenio y talio. La clase 3 incluye un
niamero bajo de metales (antimonio, bario, cromo, cobre, litio, molibdeno y estaiio),
caracterizados por una toxicidad relativamente baja incluso si se toman por via oral
(generalmente superior a 500 pg/dia). Estos elementos, al igual que los de la subcategoria
2B, so6lo deben tenerse en cuenta en la evaluacion de riesgos si se han usado
deliberadamente en el proceso de fabricacion del farmaco (16).

En esta Tesis Doctoral se proponen metodologias de andlisis para dos metales
incluidos en la clase 1 (arsénico y plomo) y uno de clase 3 (cobre), para los que la ICH y
la USP establecen limites méximos permitidos en productos farmacéuticos considerando
sus vias de administracion (11).

El arsénico es un contaminante ambiental natural al que los seres humanos estan
expuestos a través de los alimentos, el agua, el aire y el suelo. Tiene una larga historia de
uso como veneno, pero también se ha empleado como pesticida y agente

quimioterapéutico. En algunas zonas del mundo, el arsénico esta presente de forma
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natural en el agua potable y constituye un problema toxicoloégico. La Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC) clasifica al arsénico y sus
compuestos como carcindgenos para los humanos, pudiendo causar cancer de pulmon,
urinario y de piel, asi como cancer de rifion, higado y prostata (17).

El arsénico pertenece al grupo de los semimetales puesto que presenta caracteristicas
tanto de los metales como de los no metales. Al exponerse al aire humedo, se oxida
facilmente, cubriéndose de anhidrido arsenioso que es altamente toxico (9). El arsénico
es soluble en el agua y se puede encontrar en forma de arseniato en aguas superficiales.

La principal agencia reguladora del arsénico es la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) estadounidense, debido a las enormes consecuencias que este presenta para el
medio ambiente (9). La Tabla V.l muestra los niveles de exposicion a arsénico
permitidos por diferentes organizaciones (EPA estadounidense, FDA, ICH, INHEM,
Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH), Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), Administracién de Seguridad y Salud en el Trabajo (OSHA)

y USP) a través de distintas vias de acceso al organismo.

Tabla V.1. Niveles maximos permitidos de arsénico segin diferentes organizaciones.

Organizacioén Nivel de exposicion

EPA (19) 2 ng/m? de aire inhalado (ambiente laboral)
durante 15 min

NIOSH (19) 10 ug/m? de aire inhalado (ambiente laboral)
durante 8 h

OSHA (19)y 10 ng/mL en agua de consumo humano

Directiva Europea 8/83/EC (20)

OMS (19) 0,5-2 ppm en animales para alimentacion
tratados con medicamentos

INHEM (3) 2 ng/g para cosméticos

ICH Q3D (11) 1,5 ng/g (exposicion oral y parenteral), 0,29

pg/g (exposicion por inhalacion)

USP 232 (11) 1,5 ng/g (exposicion oral y parenteral), 0,19
pg/g (exposicion por inhalacion)

FDA (21) 3 ng/g en cosméticos

Por su parte, el plomo es insoluble en agua, asi como en &cidos diluidos; sin
embargo, es soluble en los acidos nitrico, acético y sulfurico concentrados. Ademas,

algunos de los compuestos derivados del plomo son solubles en lipidos (22). Su alta
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solubilidad en grasas hace que este metal tenga una buena absorcion a través de la piel y
mucosas, facilitando la distribucion en el cuerpo. Esto es de gran importancia en los
cosméticos, puesto que estos cuando son de uso diario y contienen este metal, pueden
llegar a producir intoxicacion tanto aguda como cronica, dependiendo de la dosis a la que
el organismo esté sometido (23).

Dependiendo de la manera en que se haya dado la exposicion al plomo, las diferentes
entidades internacionales no gubernamentales, establecen limites maximos del mismo
para asegurar la seguridad tanto de las personas como del medio ambiente (9). La FDA
establece como limite de exposicion al plomo una concentracion de 10 ppm; sin
embargo, se hace una excepcion cuando se usa como conservante en productos
cosméticos de ojos, elevando al limite hasta 65 ppm (21). La Tabla V.2 muestra los
niveles de exposicion a plomo permitidos por diferentes organizaciones y a través de

distintas vias de acceso al organismo.

Tabla V.2. Niveles maximos de plomo establecidos por diferentes organizaciones.

Organizaciéon Nivel de exposicion

EPA (19) 1,5 png/m® de aire inhalado promediado durante 3
meses

OSHA (19) 50 ug/m’ de aire inhalado (ambiente laboral) durante
8 horas

NIOSH (19) 0,6 ug/mL en sangre y 100 pg/m? en aire inhalado

OMS (19) 0,4 pg/mL para hombres y 0,3 pg/mL para mujeres
(en sangre)

Directiva Europea 8/83/EC 10 ng/mL en aguas de consumo humano

(20)

INHEM (19) 2 ug/g para cosméticos

ICH Q3D (11) y USP 232 (11) 0,5 ng/g (exposicion oral, parenteral y por inhalacion)
FDA (21) 10 pg/g por exposicion

El cobre es cada vez més utilizado como ingrediente activo en los cosméticos debido
a sus multiples beneficios para la piel. Ademas, posee propiedades antiinflamatorias,
ayuda a la cicatrizacion, calma y puede reducir la inflamacion en la piel, por lo que se
suele recomendar para pieles muy reactivas, con acné¢ o con rosacea. Ademas, es
utilizado como antioxidante natural (algunos de sus derivados son 40 veces mas
antioxidantes que la vitamina C), protege la piel de los radicales libres que pueden causar

dafio celular y envejecimiento prematuro de la piel y, ligado a su potencial antiedad, es
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un cofactor esencial en la sintesis de coldgeno y elastina. El cobre colabora dando un
impulso a la produccion de colageno en la piel, que es clave para mantenerla firme y
elastica, ademas de estimular la regeneracion celular y reparar el tejido danado (24). En
la Tabla V.3 se detallan los niveles de exposicion a cobre permitidos por diferentes

organizaciones y a través de distintas vias de acceso al organismo.

Tabla V.3. Niveles maximos de cobre establecidos por diferentes organizaciones.

Organizacién Nivel de exposicion
EPA (19) 1,3 ppm en aire
OSHA (19) y NIOSH (19) 1 mg/m? (polvos y nieblas de Cu) y 0,1 mg/m? (humo

de cobre) durante 8 horas (OSHA) y 10 h (NIOSH)
Directiva Europea 8/83/EC (20) 2 ng/mL en aguas de consumo humano
INHEM (19) 10 pg/g para cosméticos

ICH Q3D (11) y USP 232 (11) 130 pg/g exposicion oral, 13 pg/g exposicion
parenteral y 1,3 pg/g exposicion por inhalacion

Por todo lo expuesto resulta de gran interés la cuantificacion de estos metales en
productos farmacéuticos, cuestion que sera abordada en este capitulo para las lacas

medicinales de unas mediante espectrometria de absorcion atdmica (AAS).

V.1.2. Métodos analiticos para la determinacion de metales en farmacos

Uno de los desafios actuales de las instalaciones de control de calidad y de
investigacion y desarrollo farmacéutico es el desarrollo de nuevos métodos y protocolos
para la determinacidn rapida, precisa y exacta de metales, en especial metales pesados.
Estas especies quimicas pueden evaluarse mediante diferentes técnicas analiticas segln la
matriz y las caracteristicas de la muestra. Los métodos propuestos para determinar la
concentracion elemental deben mostrar una alta sensibilidad y limites satisfactorios de
deteccion y cuantificacion. Ademas, la bibliografia muestra el desarrollo de métodos para
atender los requisitos actuales de la quimica verde sobre la minima generacion de
residuos quimicos (1).

Las técnicas FAAS, ETAAS, fluorescencia de rayos X (XRF), anélisis por activacion
neutrénica, asi como las combinaciones de ICP con AES y con MS son empleadas
actualmente para la deteccion de metales y metaloides en productos farmacéuticos. Otras
técnicas mas innovadoras como ICP acoplado a MS con analizador de tiempo de vuelo

(ICP-TOF-MS) y espectrometria de ablacion inducida por laser (LIBS) y ablacion laser
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con ICP-MS (LA-ICP-MS) también han comenzado a aplicarse para control de calidad
en la industria farmacéutica (11,25).

La AAS se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica para analisis elemental y
puede utilizarse para determinar mas de 70 elementos diferentes. Sin embargo, la
mayoria de los instrumentos AAS utilizan fuentes de radiacion lineal, como lamparas de
catodo hueco, que solo permiten el analisis de un elemento particular que es especifico
para la lampara utilizada. El uso de fuentes continuas de alta resolucion (HR-CS) aparece
como una interesante alternativa a las lamparas tradicionales, siendo el principal avance
la calidad de la fuente, que permite la determinacion de diferentes elementos,
determinaciones secuenciales y simultaneas, gran correccion de la sefal de fondo y mejor
radiacion de la fuente electromagnética (1). Teniendo en cuenta que la técnica HR-CS
ETAAS ha sido aplicada en este capitulo, a continuacion, se dedica un apartado a su

explicacion.

V.1.2.1. Espectroscopia de absorcion atémica

La espectroscopia de absorcion atomica es un método instrumental de la quimica
analitica que permite medir las concentraciones especificas de un material en una mezcla
y determinar una gran variedad de elementos. Esta técnica se utiliza para determinar la
concentracion de un elemento particular (el analito) en una muestra y permite determinar
mas de 70 elementos diferentes en disolucion o directamente en muestras sélidas
utilizadas en farmacologia, biofisica o investigacion toxicoldgica.

La espectroscopia de absorcién atomica fue utilizada por primera vez como una
técnica analitica, y los principios subyacentes fueron establecidos en la segunda mitad
del siglo XIX por Robert Wilhelm Bunsen y Gustav Robert Kirchhoff, ambos profesores
de la Universidad de Heidelberg, Alemania.

La forma moderna de la espectroscopia de absorcién atdmica fue desarrollada
durante los anos 50 por un equipo de quimicos australianos, dirigidos por Alan Walsh en
la Organizacion de Investigacion Cientifica e Industrial del Commonwealth (CSIRO),
Division de Quimica Fisica, en Melbourne, Australia (26).

Es un método de quimica analitica que estd basado en la atomizacion del analito en
una matriz liquida y que utiliza cominmente un nebulizador (o camara de nebulizacion)
para crear una niebla de la muestra y un quemador con forma de ranura que da una llama
con una longitud de trayecto mas larga, en caso de que la transmision de energia inicial al

analito sea por el método "de llama". La niebla atomica queda desolvatada y expuesta a
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una energia a una determinada longitud de onda emitida ya sea por la llama, o por una
lampara de catodo hueco (HCL) construida con el mismo analito a determinar o una

lampara de descarga sin electrodos (EDL).

V.1.2.2. Espectrometria de absorcion atomica electrotérmica de fuente continua de
alta resolucion

En la década de los 50 se introdujo por primera vez el término Espectrometria de
absorcion atdémica, pero no fue hasta 1996 que Harnly desarrollara un prototipo de
ETAAS con fuente de espectro continuo y correccion de fondo basada en el efecto
Zeeman. La técnica HR-CS ETAAS es considerada como una gran innovacion. Una de
las desventajas que tiene la técnica es que, hasta el momento, no se pueden realizar
determinaciones multielementales. A pesar de esto, la técnica ofrece varias ventajas que
se enumeran a continuacion (27-30):

1. Consume un menor volumen de muestra
Alta sensibilidad
Pueden analizarse directamente muestras solidas

Accesibles todas las lineas de absorcion de 190 a 900 nm

M

Las lineas secundarias tienen la misma relacion senal/ruido que la linea analitica
principal y pueden utilizarse con fines analiticos

Estabilidad de sefal mejorada

Potencial de correccion de fondo superior

Mejora en la fiabilidad de la medida y los limites de deteccion

A S

Mejora en la correccion de la absorcion inespecifica (interferencias espectrales)

10. Control de la sensibilidad y del rango lineal

La Figura V.l muestra el esquema de un equipo de HR-CS AAS. Las principales
diferencias frente a un equipo de AAS son:
e Fuente de arco corto de xendn que emite a todas las longitudes de onda del rango
espectral indicado.
e Monocromador de alta resolucién que consiste en un sistema doble de dispersion
(prisma que actiia como pre-monocromador y una red de difraccion).
e Detector de carga acoplada de 200 pixeles con fines analiticos que actian como

200 detectores independientes.
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Figura V.1. Esquema de HR-CS ETAAS (27).

La bibliografia muestra algunas aplicaciones de la técnica HR-CS ETAAS para la
determinacion de los elementos estudiados en este capitulo. Asi, Barbosa et al. (31)
determinaron plomo en suplementos alimenticios. Otro método que utiliza esta técnica
fue propuesto por Aleluia et al. (32) para determinar plomo en diferentes formulaciones
farmacéuticas alcanzando limites de deteccién y cuantificacion de 49 y 165 ng/g,
respectivamente. El andlisis de farmacos administrados para el tratamiento de patologias
renales para la determinacion de plomo, entre otros metales, permitié la deteccion de
ciertas muestras con niveles del metal superiores a los recomendados por la Farmacopea
Brasilefia (33). Los niveles de macroelementos, entre ellos cobre, y micronutrientes,
como plomo y arsénico, en suplementos multivitaminicos han sido monitorizados
mediante HR-CS ETAAS con andlisis de la muestra en suspension, eludiendo la etapa
previa de mineralizacién convencionalmente incluida en las etapas de preparacion de la
muestra (34).

La determinacion de plomo también ha sido abordada mediante HR-CS ETAAS en
cosméticos tales como barras labiales mediante analisis directo de la muestra sélida,
reportando resultados comparables a los obtenidos mediante ICP-MS con digestion

previa de la muestra (35).
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V.2. PARTE EXPERIMENTAL

V.2.1. Instrumentacion

Se utilizd un espectrometro de absorcion atomica de fuente continua de alta
resolucion (HR-CS AAS) ContrAA 700 de Analytik Jena AG (Jena, Alemania). Este
instrumento estd equipado con una ldmpara de arco corto de xendén como fuente de
radiacion, un monocromador de doble echelle de alta resolucion y un detector de matriz
de dispositivo acoplado a carga lineal con 588 pixeles, 200 de los cuales se utilizan para
monitorear la sefial analitica y para la correccion de fondo (Zeeman). El instrumento esta
provisto de un atomizador de grafito calentado transversalmente. Se utilizaron
exclusivamente tubos de grafito pirolitico provistos de plataformas. Se trabajo a las
longitudes de onda de 217,0005; 324,7540 y 193,6960 nm para las medidas de
absorbancia debidas a plomo, cobre y arsénico, respectivamente. Los datos se evaluaron
utilizando la absorbancia integrada sumada en tres pixeles mediante el software ASPECT
CS v.5.1 proporcionado por Analytik Jena. El gas de purga fue argdn de alta pureza
(Messer, Espafia).

V.2.2. Reactivos

Se utiliz6é agua pura obtenida con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE.
UU.). Para evitar la contaminacion, el material de vidrio se lavo con 4cido nitrico al 10 %
(v/v) y después se aclard con agua antes de su uso. Las disoluciones estandar de plomo,
arsénico y cobre fueron proporcionadas por Merck (Darmstadt, Alemania) a la
concentracion de 1000 pg/mL y preparadas a partir de los correspondientes patrones de
H3AsO4, Cu(NO3)2*3H20 y Pb(NO3),, todos en presencia de acido nitrico 0,5 M. Los
disolventes acetona y ANC también fueron suministrados por Sigma. El modificador
quimico utilizado fue PA(NO3)2 de 10 g/L del que se prepararon las diluciones necesarias.
El 4cido nitrico (65%) se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania). Las disoluciones de
trabajo de Pb, Cu y As se prepararon en un medio que contenia una mezcla de

acetona:ACN 3:2 (v/v).

V.2.3. Muestras y procedimiento de preparacion de la muestra

Para la determinacion de los tres metales estudiados en los tres formulados de ufias
(cuyos ingredientes fueron proporcionados por Suchel Camacho S.A y el CBQ) se

propone el procedimiento descrito en la Figura V.2. Se pesan 0,0125 g de Furvina® y se
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enrasan en un matraz de 5 mL con los tres colores de las lacas (transparente, rojo y
blanco), a estos formulados le llamamos (FORMULADO 1). Se pesan entonces 0,2 g del
formulado 1 en un matraz de 5 mL y se enrasan con una mezcla de acetona:ACN (3:2
v:v) (FORMULADO 2). Para conocer si los metales estaban presentes en el IFA o en los

excipientes, se realizé el mismo procedimiento al IFA Furvina®.

b S 3 S o [
)

Furvina® Pesar 0,0125 g  Enrasar hasta S mL con  Pesar 0,2 gde  Enrasar hasta 5 mL con
de Furvina® las 3 lacas (2500 ppm) Formulado 1 mezcla acetona:ACN (3:2
FORMULADO 1 de cada color  v:v).
Crojo=101,3155 ppm
Ciransp=98,8145 ppm
Chlanco=102,1115 ppm
FORMULADO 2

Figura V.2. Procedimiento para la preparacion de los formulados 1y 2.

V.2.4. Procedimiento para la determinacion de plomo

A partir de la disolucion estandar comercial de Pb de 1000 pg/mL se preparé una
disolucion de concentracion intermedia de 10 pg/mL con una mezcla de acetona:ACN
(3:2), de la que se tomaron diferentes alicuotas para preparar las disoluciones estandar (0,
25, 50, 75 y 100 ng/mL) para la obtencion de la curva de calibracién con una mezcla de
acetona:ACN (3:2). La Tabla V.4 muestra las condiciones experimentales seleccionadas

para la determinacion de plomo en las muestras.



156 Capitulo V

Tabla V.4. Pardmetros instrumentales y programa de calentamiento propuesto para

la determinacion de plomo

Longitud de onda (nm) 217,0005

Rendija (nm) 0,7

Atomizador Transversal con plataforma de L’Vov
Correccion de fondo Efecto Zeeman

Volumen de muestra inyectado (uL) 10

Modificador quimico -

Programa de calentamiento

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Mantenido (s)
Secado 1 80 20 15

Secado 2 110 3 30

Pirolisis 1 400 15 10

Pir6lisis 2 700 30 10
Atomizacion® 1700 1700 5

Limpieza 2450 500 4

? Flujo de argon= 0 mL/min

V.2.5. Procedimiento para la determinacion de arsénico

A partir de la disolucion estandar comercial de As de 1000 pg/mL se prepard una
disolucion intermedia de concentracion 10 pg/mL con una mezcla acetona:ACN (3:2).
De esta disolucion intermedia fueron tomadas distintas alicuotas para preparar las
disoluciones de calibracion de concentraciones 0, 40, 100, 160 y 200 ng/mL. La Tabla

V.5 incluye las condiciones experimentales aplicadas para la determinacion de arsénico.
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Tabla V.S5. Parametros instrumentales y programa de calentamiento propuesto

para la determinacion de arsénico

Longitud de onda (nm) 193,6960

Rendija (nm) 0,7

Atomizador Transversal con plataforma de L’Vov
Correccion de fondo Efecto Zeeman

Volumen de muestra inyectado (uL) 10

Modificador quimico 5 uL de Pd(II) de 1000 pg/mL
Programa de calentamiento

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Mantenido (s)
Secado 1 80 5 5

Secado 2 120 5 40

Pir6lisis 1 300 15 10

Pir6lisis 2 600 30 5
Atomizacion® 1400 1400 5

Limpieza 2450 500 4

? Flujo de argén= 0 mL/min

V.2.6. Procedimiento para la determinacion de cobre

A partir de la disolucion estandar comercial de Cu de 1000 pg/mL se prepard una
disolucion intermedia de concentracion 10 pg/mL. De esta disolucion intermedia fueron
tomadas alicuotas de diferente volumen para preparar los estandares de la curva de
calibracion a concentraciones de 0, 20, 40, 60 y 80 ng/mL enrasando con una mezcla de
acetona:ACN (3:2). La Tabla V.6 muestra los pardmetros instrumentales y el programa

de horno aplicados para la determinacion de cobre.
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Tabla V.6. Parametros instrumentales y programa de calentamiento propuesto

para la determinacion de cobre

Longitud de onda (nm) 324,7540

Rendija (nm) 0,7

Atomizador Transversal con plataforma de L’Vov
Correccion de fondo Efecto Zeeman

Volumen de muestra inyectado (uL) 10

Modificador quimico -

Programa de calentamiento

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Mantenido (s)
Secado 1 80 6 10

Secado 2 110 5 10

Pirolisis 1 350 50 10

Pir6lisis 2 1100 300 10
Atomizacion® 2300 2600 5

Limpieza 2450 500 4

? Flujo de argon= 0 mL/min

V.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La sensibilidad proporcionada por la instrumentacion HR-CS puede ser modificada
en funcién del numero de pixels a procesar para la medida (27). Dado que las
concentraciones esperadas de los metales en estudio eran bajas, para obtener una alta
sensibilidad se utilizo la suma de las sefiales obtenidas en tres pixeles (CP-1, CP y CP+1,
donde CP significa el pixel central) para todas las mediciones realizadas con el

espectrometro empleado (36).

V.3.1. Seleccion de los programas de calentamiento

Las distintas etapas de los programas de horno aplicados se estudiaron para los tres
metales. Teniendo en cuenta la naturaleza viscosa de la muestra se concluyo en la
necesidad de llevar a cabo su secado a través de dos etapas, para evitar salpicaduras y la
consiguiente pérdida de reproducibilidad. Del mismo modo, se comprob6d que la

aplicacion de dos etapas sucesivas de pirdlisis reportaba una mayor repetitividad en las
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sefiales de absorbancia finalmente obtenidas. Las temperaturas que proporcionaron la
mayor sensibilidad para plomo, arsénico y cobre fueron de 1700, 1400 y 2300 °C,
respectivamente, siendo la temperatura alcanzada a maxima velocidad y mantenida
durante 5 s. Los programas finalmente adoptados para plomo, arsénico y cobre aparecen
detallados en las Tablas V.4, V.5 y V.6, respectivamente.

La determinacion de arsénico en matrices complejas resulta dificil por su tendencia a
formar compuestos que causan pérdidas de analito de forma previa a su atomizacion.
Para evitar este problema, la bibliografia muestra el uso de paladio, niquel o una mezcla
de paladio y niquel como modificadores de matriz (37). En nuestro caso, la adicion de 5
pL de paladio como modificador de matriz proporciond las maximas sefales,

afnadiéndose antes de cada inyeccion de muestra con una etapa de secado posterior.

V.3.2. Validacion de los métodos analiticos

Se obtuvieron las curvas de calibracion para los tres analitos mediante inyeccion de
10 pL de las disoluciones estandar preparadas a niveles de concentracion de hasta 100,
200 y 80 ng/mL en una mezcla de acetona:ACN (3:2) para plomo, arsénico y cobre,
respectivamente.

Las Figuras V.3, V.4 y V.5 muestran las curvas de calibracion obtenidas para los tres
metales, donde se observa una muy buena correlacion lineal entre las absorbancias y las

concentraciones.
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Figura V.3. Curva de calibracion para Pb.
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Figura V.4. Curva de calibracion para As.
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Figura V.5. Curva de calibracion para Cu.

Los métodos cumplen con todos los criterios evaluados, lo que indica que la técnica
analitica es lineal en los intervalos de concentraciones estudiados, observandose una alta
correlacion entre la absorbancia y la concentracion del correspondiente metal (observar
valores de R?).

Los LDs se calcularon considerando 3 veces la desviacion estandar de la ordenada en
el origen de las rectas de calibrado y dividiendo por la correspondiente pendiente. Asi,
los valores de LD fueron de 5,8; 0,5 y 6,8 ng/mL para Pb, As y Cu, respectivamente.
Asimismo, los limites de cuantificacion (LQ) se obtuvieron considerando 10 veces la
desviacion estandar de la ordenada en el origen dividido por la pendiente de calibracion,

siendo los valores obtenidos de 19, 1,7 y 22,5 ng/mL para Pb, As y Cu, respectivamente.
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Los estudios de repetitividad establecen que los coeficientes de variacion disminuyen
a medida que aumenta la concentracion de las muestras, siendo en todos los casos
inferior al 5%.

La exactitud de los procedimientos se evalud a través de estudios de recuperacion,
mediante analisis de muestras de lacas previamente fortificadas con los analitos al nivel
de sus LQs. El porcentaje de recuperacion obtenido para los tres metales fue de 102,6;
98,1 y 100,1% para Pb, As y Cu, respectivamente, encontrandose dentro del rango 97-
103%, reportado como criterio de aceptacion para este pardmetro (25). El valor del
estadistico texp resultd menor que el tabulado (twp) para un 95% de confianza, criterio que
avala la veracidad del método, por lo que se demuestra que no existian diferencias

significativas entre el valor medio experimental y el esperado.

V.3.3. Analisis de las muestras

Una vez validados los métodos de analisis se procedio al analisis de las muestras de
laca transparente, roja y blanca, asi como del IFA Furvina® bajo las condiciones
experimentales seleccionadas. En todos los casos la muestra estudiada corresponde al
formulado 2 (detallado en el apartado V.2.3).

La Tabla V.10 muestra las concentraciones medias encontradas de los tres analitos
para cada muestra junto con su desviacion estandar asociadas, asi como los limites
maximos permisibles (LMP) segin el manual del registro sanitario del 2007 para
cosméticos del INHEM (3). Se puede apreciar que la concentracion de cada elemento en
las lacas de ufas se encuentra por debajo de los LMPs segun el citado manual del registro

sanitario de 2007.
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Tabla V.7. Contenidos de Pb, Cu'y As para los formulados para las uiias y el IFA

Furvina® asi como el LMP.
Laca Laca Laca IFA LMP
transparente roja blanca Furvina®
c(Pb) ng/g 1,39 +0,09 1,66 +0,05 1,45 +0,07 0,13£0,02 2
c(As) ng/g 0,00 +£0,01 0,15 +0,06 0,12 +£0,03  0,00+0,002 2
c(Cu) pg/g 1,47+0,06 1,41 +£0,05 1,53 £0,07 0,51 +0,02 10
Cumplimiento cumple cumple cumple cumple -

Al comparar los contenidos de los metales en las distintas lacas se aprecia un nivel
ligeramente superior para Pb en la laca roja. No se detectan diferencias significativas
para los niveles hallados de cobre en las tres lacas, mientras que el contenido de arsénico
resultd ser sensiblemente menor en la laca transparente. Se realizo el analisis de varianza
unidireccional por rangos de Kruskal-Wallis, resultando que existen diferencias entre los
grupos de plomo, arsénico y cobre obteniendo valores de p=0,0216; p=0,0303 y
p=0,0273, respectivamente, para cada metal.

Por otro lado, al relacionar el contenido medio de los metales en las lacas y en el IFA
Furvina® se puede decir que, de manera general, el IFA aporta en cada caso
aproximadamente un 9% para el Pb, un 36% para el Cu y un 45% para el As;
adjudicandole el resto del contenido metalico a los componentes del excipiente laca (roja,
transparente y blanca).

Comparando los valores de concentracion obtenidos para cada una de las lacas con
los LMPs, se puede decir que las lacas son aptas para su comercializacion segun el
apartado de limite de contaminantes metalicos en el producto del manual del registro

sanitario del 2017 (3,6,38).
V.4. CONCLUSIONES

La determinacién de plomo, arsénico y cobre en las lacas de ufias transparente, roja,
blanca y en el IFA Furvina® se ha llevado a cabo mediante HR-CS ETAAS, alcanzando
altos niveles de sensibilidad, precision y exactitud. Los valores de los coeficientes de
variacion para el estudio de precision en todos los casos fueron inferiores al 5% y en
cuanto a la exactitud los valores se encontraron en el rango 97-103%, reportado como

criterio de aceptacion para este parametro.
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Los contenidos encontrados en las lacas de ufias fueron en todos los casos inferiores
a los LMPs, por lo que los productos pueden considerarse como seguros y considerados

como aptos en cuanto a los metales bajo estudio para su comercializacion segun las
normal del INHEM.
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VL1. INTRODUCCION

VI1.1.1. Productos cosméticos

La utilizacion de productos de cosmética decorativa estd muy extendida en nuestra
sociedad. Segun la actual reglamentacion, un producto cosmético es toda sustancia o
preparado destinado a ser puesto en contacto con las diversas partes superficiales del
cuerpo humano con el fin de perfumarlas, protegerlas, para mantener su buen estado,
modificar su aspecto y corregir los olores corporales (1).

Los productos cosméticos decorativos o maquillajes cosméticos son aquellos cuya
funcion es dar color o modificar el color de la zona corporal en la que van a ser
aplicados. Es por esta razon que este tipo de preparados esta formado por dos
componentes esenciales, la parte activa compuesta por pigmentos o colorantes y el
vehiculo o excipiente (2).

Los colorantes utilizados en este tipo de cosméticos deben presentar unas
caracteristicas comunes tales como figurar en las listas permitidas de la legislacion
cosmética vigente (1,3), ser dermatologicamente inocuos, cumplir los requisitos de
pureza quimica y presentar el tamafio de particula adecuado para su incorporacion (1).

Las lacas de ufias son una suspension de pigmentos en un sistema tixotropico,
formado por una sustancia filmogena, un plastificante, una resina y un sistema
disolvente, los cuales deben ser dermatologicamente inocuos para las ufias y las
cuticulas. Debe poder aplicarse con facilidad, poseer un efecto brillo, cubrir la
superficie de la uia uniformemente, adherirse en las condiciones normales de uso, tener
un efecto duradero y que no tienda a cuartearse. El color de este cosmético no debe
variar en el tiempo, tanto en su aplicacion como en el frasco en que esta contenido.
Debe secarse con facilidad y ser eliminado con un apropiado disolvente sin dejar
manchas ni decolorar la ufia (1).

En relacion con la preparacion de maquillajes, la tendencia actual es proveerlos de
propiedades adicionales de forma que sean un producto de continuidad en el tratamiento
de la piel. Los activos mds empleados son del tipo antienvejecimiento, ya sean
vitaminas o derivados vegetales (1). También se afiaden sustancias con efecto tensor,
tanto de origen vegetal (proteinas y sus derivados) como de origen sintético, asi como
activos hidratantes o sustancias con propiedades emolientes. En maquillajes para
adolescentes pueden encontrarse activos seboreguladores o principios activos

especificos para este grupo de consumidores (1).
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En el CBQ de Cuba se produce el IFA Furvina®, que posee comprobada accion
bactericida y fungicida de amplio espectro. Dicho componente posee una potente accion
contra hongos del género Candida, principales micro-organismos responsables de la
produccion de la patologia conocida como onicomicosis (4—7), que produce una gradual
erosion de la estructura de la ufia y una pérdida de la apariencia estética muy indeseable
para el humano que la padece.

La empresa de cosméticos cubana Suchel Camacho S.A. mantiene un proyecto de
investigacion con el CBQ para desarrollar lacas de ufias con el IFA Furvina® afiadido y
asi poder contar con un maquillaje cosmético que combine la accion estética de la laca
con los efectos antifungicos de dicho IFA.

Para el desarrollo de nuevos productos, incluidos los cosméticos en paises como
Cuba, generalmente es necesario evaluar la seguridad toxicologica preclinica de estos
como medida de estimacion de los posibles riesgos por exposicion en humanos (8).

Los estudios toxicologicos constituyen un paso de la ruta critica de un nuevo
producto, para su establecimiento sobre bases cientificamente sustentadas, que aporten
los criterios de seguridad, consumo y disposicion (9).

En el caso de las evaluaciones de nuevos productos, la EPA ha emitido un grupo de
guias de ensayos a través de la Oficina de Seguridad Quimica y Prevencion de la
Contaminacién (OCSPP) para su investigacion y desarrollo (10). Estas metodologias
incluyen las guias de ensayos toxicoldgicos y una de las primarias en orden de
ejecucion es la de determinacion de la toxicidad dérmica a dosis inica en mamiferos de
laboratorio (10). La determinaciéon de los efectos en la piel de mamiferos es 1til en la
determinacion y evaluacion de las caracteristicas de una sustancia donde se prevé la
exposicion por dicha via. La informacion derivada de dicho ensayo servira para indicar
la existencia de posibles riesgos producto de exposicion de la piel a la sustancia de
ensayo. Los datos del estudio seran requeridos para sustentar el registro del producto,
tanto en su manufacturacién como en su comercializacion y uso final.

La finalidad del estudio presentado en este Capitulo es la de contribuir a elucidar
una de las evaluaciones de seguridad primarias en la investigacion y desarrollo de
nuevos productos, en este caso de tres lacas para ufias conteniendo Furvina® que se
fabricaran en la Empresa Suchel Camacho S.A. En este estudio se propone evaluar la
toxicidad a dosis Unica dérmica en conejos, determinar los efectos irritantes y/o
corrosivos dérmicos en conejos, de tres lacas conteniendo el IFA Furvina® para el

tratamiento de las ufias.
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VI.1.2. Estudios de seguridad

Los estudios de seguridad de un producto se realizan para salvaguardar la seguridad
del paciente; es decir, detectar y evitar todo riesgo o posible dafio para el ser humano.

Estos estudios deben dar respuesta a las siguientes cuestiones:

e Caracterizacion de los efectos toxicos y reversibilidad de los mismos.

e Identificacion de los 6rganos diana.

e Determinacion de la relacion dosis-respuesta: qué dosis producen qué efectos.

e Establecimiento del nivel de efectos adversos no observables (NOAEL).

Asi mismo, se deben correlacionar los efectos toxicos con la exposicion sistémica al
compuesto mediante la toxicocinética e identificar biomarcadores para la estimacion de
una dosis inicial segura y un disefio adecuado en los futuros ensayos clinicos en
humanos en el caso de medicamentos.

Se han establecido numerosas guias para identificar la potencial toxicidad del
candidato tan temprano como sea posible y armonizar los requerimientos, en cuanto al
tipo y duracion de estudios necesarios para cada fase del desarrollo de un medicamento.
Por ello, los estudios preclinicos de seguridad se consideran regulatorios y se deben
llevar a cabo siguiendo determinados requisitos, de acuerdo con las guias en vigor y las
Buenas Practicas de Laboratorio (BPL).

La definicion de los ensayos toxicologicos a realizar es altamente dependiente del
producto y de su aplicacion, asi como de la fase clinica a la que tienen que dar
cobertura. Existen baterias de ensayos que son de estricto cumplimiento para la solicitud
del ensayo clinico y, conforme se va avanzando en la fase clinica, se van incorporando
nuevos datos al expediente. Es importante definir exactamente qué se debe hacer y qué
no se debe hacer, caso a caso, asi como el momento y las condiciones que aplican para
no desperdiciar recursos y tiempo.

En la evaluacion toxicoldgica de nuevas sustancias se emplean baterias de ensayos
en diferentes especies animales, que comprenden modelos experimentales in vitro e in
vivo (11,12). La valoracion armonica de los resultados de estos estudios permite llegar a
un criterio mas integral de la toxicidad de la sustancia evaluada y sus posibles
consecuencias para el ser humano.

Con el objetivo de garantizar la adecuada conduccidon e interpretacion de los
estudios toxicoldgicos y armonizar internacionalmente los requisitos de registro

sanitario, el ICH define criterios para ser considerados en el disefio de los diferentes
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estudios toxicoldgicos, con base en la evidencia aportada por afos de investigacion en el
campo de la toxicologia, de forma tal que se garanticen resultados confiables y
reproducibles (13,14).

En Cuba, el INHEM es el organo regulador que garantiza la seguridad de los
cosméticos. El manual del registro sanitario de 2017 contiene la compilacion sobre las
regulaciones e indicadores requeridos en lo referente a requisitos, metodologia de
evaluacion y dictdmenes de los productos objeto de registro sanitario para autorizar su
comercializacion y libre venta en el pais desde el punto de vista sanitario. En su anexo 9
este manual incluye las pruebas toxicoldgicas que deben realizarse en productos
cosméticos para que puedan ser registrados, el test de irritabilidad dérmica y el test de

irritabilidad oftalmica (si lo requieren) (8).

VI.1.3. Fundamentacion del biomodelo a emplear

Los conejos pertenecen a la familia Leporidae (lepéridos), la cual engloba a mas de
40 especies, siendo el conejo europeo la unica entre ellas que ha sido objeto de
domesticacion. El conejo comun o conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es una
especie de mamifero lagomorfo de la familia Leporidae, y el inico miembro actual del
género Oryctolagus.

Oryctolagus cuniculus es una especie usada en modelos experimentales cientificos
debido a su buen temperamento, a su facil manejo, cuidado y reproduccion. La raza mas
usada y estudiada es la Nueva Zelanda, en concreto la variedad del conejo Blanco, que
como bien indica su nombre, es albina. La fisiologia general de los conejos es similar a
la de los seres humanos y, al igual que los ratones y las ratas, sufren muchas
enfermedades con equivalentes en el humano (8).

Actualmente se considera un biomodelo multiproposito general y en cifras globales
de uso muy frecuente, después de las ratas y los ratones, que son los mas utilizados. Se
utiliza en toxicologia, inmunologia, oncologia, reproduccién, nutriciéon y produccion de
anticuerpos policlonales (8). Especificamente en la rama de la toxicologia evaluativa,
experimental y/o preclinica, contintia siendo la especie no roedora recomendada para la
evaluacion de productos quimicos y para los estudios de toxicidad dérmica (8) y de

reproduccion (15).


https://es.wikipedia.org/wiki/Especie
https://es.wikipedia.org/wiki/Mammalia
https://es.wikipedia.org/wiki/Lagomorfo
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_%28biolog%C3%ADa%29
https://es.wikipedia.org/wiki/Leporidae
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VI.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

VI1.2.1. Instrumentacion

Estufa (Binder ED 115 — 114 L, Tuttlingen, Alemania). Microtomo (Accu-Scope
Gem Scope 3052-GEM, Beijing, China). Bafio termostatizado (Julabo ED THERM 60,
Seelbach Alemania). Procesador de tejidos (Sakura, model RH-128, AlphenaandenRijn,
Paises Bajos). Balanza técnica digital (Sartorius, CP225D, Seelbach, Alemania).
Microscopio (ZUZI, UCMOSO03100KPA, Barcelona, Espafia). Autoclave vertical
(Selecta, Autester ST Dry pv III 50L 4002516, Barcelona, Espaia). Estereoscopio o
lupa (Olympus optical CO., LTD, Tokyo, Japén). pH-metro (Suizmed PHSJ — 3F,
Jiangsu, China). Maquina de pelar y rasuradora (LJXiioo BO8H875M5W, Wuhan,
China).

VI1.2.2. Reactivos

El etanol se obtuvo de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) y agua estéril o
solucion salina fisiologica provienen del Centro Nacional de Biopreparados (BIOCEN,

La Habana, Cuba).

VI1.2.3. Caracteristicas de la instalacion de ensayo

Los laboratorios contardn con sistema de barreras convencional, tipo prebox y box,
disposicion de las instalaciones para no mezclar los flujos de materiales limpios con los
sucios, filtro sanitario para el cambio de ropa del personal, sistema de climatizacion por
acondicionadores de aire y sistema de luz artificial que asegurard la iluminacion
suficiente para el bienestar de los animales y el desarrollo del ensayo. Para cumplir con
los sistemas de barreras, el personal encargado realizaré los accesos y salidas de la zona
de experimentacion segin PNO 1.9.014 “Acceso y salida al area de experimentacion de
conejos” (16). Los locales contaran con superficies lisas a costa de carpinteria de cristal

y aluminio, y dispondran de estantes especificos para alojar los animales en ensayo.

VI1.2.4. Muestras y procedimiento analitico

El protocolo utilizado se desarroll6 teniendo en cuenta lo establecido por la EPA
estadounidense para la toxicidad aguda dérmica y la irritabilidad dérmica (17,18). En el

caso de la irritabilidad oftalmica no se desarroll6 el ensayo ya que se considerd invasivo


https://suizmed.pe/es/products/peachimetro-de-mesa-phsj-3f
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para el animal debido a la composicion de las lacas y su efecto en el ojo, siguiendo asi
el principio de bioética de los animales y el principio de las 3Rs (reemplazo, reduccion
y refinamiento).

Para realizar los ensayos de la toxicidad aguda dérmica, el producto en prueba se
aplico en una dosis unica elevada a la piel de animales experimentales. Posteriormente,
se realizan observaciones de efectos y mortalidad. A los animales que mueran durante la
prueba se les practicard necropsia, y en la conclusiéon de la prueba, los animales
supervivientes se sacrificaran y se les practicara igualmente necropsia. Se valorara la
naturaleza de los efectos toxicos observados y se realizara un andlisis
anatomopatologico de los animales.

En el caso de la irritabilidad dérmica, las lacas en estudio se aplicaran en un
volumen tUnico en la piel rasurada de varios conejos de laboratorio (0,5 mL). Cada
animal servira como su propio control de comparacion (el area de aplicacion se
comparard con las dareas de piel adyacentes no tratadas). Los signos de irritacion
graduados como edema y eritema seran leidos y archivados a intervalos especificos para
su posterior descripcion e interpretacion. La duracion del estudio sera suficiente para
permitir una evaluacion de la reversibilidad de los efectos observados, pero no excedera
los 14 dias. Las 3 lacas de ufas de ensayo se utilizaran al 0,25%.

Las muestras fueron codificadas como laca 1 (laca transparente), laca 2 (laca roja) y

laca 3 (laca blanca).

VI.2.4.1. Sistema de ensayo

Clasificacién taxonOémica:

e Reino: Animalia, animales.
e Subreino: Eumetazoa.

¢ Filo: Chordata.

e Subfilo: Vertebrata.

e (lase: Mamalia.

e Subclase: Theria.

e Orden: Lagomorpha.

e Familia: Leporidae.

e Género: Oryctolagus.

e Especie: Oryctolagus cuniculus.
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Se realizaron los ensayos en el CBQ, utilizando adultos jovenes de la especie
Orictolagus cuniculus, del cruce F1 entre la raza albina Nueva Zelanda Blanco y la Semi
Gigante Blanco, suministrados por el Centro Nacional para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba), de ambos sexos, con un peso entre 1 y
2 kg. El peso se verificd con una bascula de plataforma electronica, ubicada en el mismo
local de tenencia y alojamiento de los animales. Las hembras eran nuliparas y no
embarazadas.

Todos los animales presentaron un adecuado desarrollo somatotréfico y la piel no
tenia alteracion, trauma o enfermedad alguna. La variacion de peso de los animales
utilizados en el ensayo no excedi6 el £20% de la media del peso para cada sexo.

Sexo: Se utilizé igual nimero de animales de cada sexo.

Numero: Se utilizaron diez animales, cinco animales de cada sexo para cada laca.

Como se evaluaron 3 lacas, se utilizaron en total 15 machos y 15 hembras.

VI.2.4.2. Condiciones de mantenimiento y alimentacion de los animales

Condiciones de alojamiento: Los animales se mantuvieron en moddulos de

alojamiento individual para conejos (6 animales/modulo), de fondo sélido con agujeros
para permitir la caida en bandejas metalicas de las deposiciones de los animales.

Descripcion e identificacion de la dieta v el agua: Los animales se alimentaron de

forma continua con dieta de pienso comercial concentrado y peletizado, certificado para
conejos (CMO 1400), producida en el CENPALAB, segun PNO 1.9.E21 “Alimentacion
de rutina para conejos” (19). El agua de bebida que se les suministra es apta para el
consumo y fue suministrada segin PNO 1.9.E20 “Suministro de agua de bebida para
conejos” (20).

Suministro de agua y alimentos: El acceso al agua y los alimentos fue ad libitum,

durante todo el estudio.

Alojamiento y adaptacién: Se efectud la recepcion de los animales segin PNO

I.GB.EOI “Recepcion de animales de laboratorio para ensayos” (21). Se inspecciond el
estado de salud de la colonia seguin PNO [.GB.TO1 “Examen clinico de animales de
laboratorio” (22) y PNO 1.GB.T14 “Manipulacion del conejo” (23), asi como otros
requisitos preestablecidos en el disefio experimental para aceptar su paso a la adaptacion
en el local de alojamiento.

Una vez aceptados, los animales fueron alojados en los modulos para conejos

habilitados sanitariamente e identificados individualmente mediante tarjeta en la puerta
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del compartimento. Se aloja un animal por divisiéon y cada méddulo puede alojar hasta 6
animales. Los conejos son sometidos a una adaptacion, PNO 1.9.E22 “Adaptacion de
conejos” (24), de 7 a 14 dias de duracidon en las mismas condiciones ambientales que
para el ensayo definitivo. Se inspeccionan diariamente, al final de dicho proceso se pesan
segin PNO [.GB.T04 “Pesaje de animales de laboratorio” (25) y se escogen los animales
siguiendo los criterios de seleccion segin PNO 1.9.E04 “Aceptacion de roedores y
conejos de laboratorio para estudios definitivos” (26). S6lo los animales que son
certificados como saludables pasan al ensayo definitivo. En caso de encontrar animales
moribundos o muertos se procede a su analisis segin PNO L.GB.E0O3 “Animales
moribundos y encontrados muertos” (27) y posteriormente se les realiza necropsia segin
PNO 1.9.T06 “Necropsia en roedores y conejos de laboratorio” (28). En el caso de
encontrar animales moribundos se les practica, previo a la necropsia, el sacrificio por
métodos eutandsicos seguin PNO 1.GB.T12 “Eutanasia de roedores y conejos de
laboratorio. Método de concusion” (29).

El cambio de bandejas, recambio y fregado de pomos de agua de bebida se realiza
diariamente durante todo el estudio, segin PNO [.GB.E02 “Alojamiento de conejos en
modulos de fondo solido” (30).

Procedimiento de identificaciéon: Cada compartimento de cada médulo se identifico

mediante una tarjeta colocada en el lugar correspondiente de la puerta de rejilla, donde se
recoge una informacion resumida pero orientativa acerca del animal que aloje, segun
PNO 1.GB.014 “Identificacién de mddulos para conejos™ (31).

Aleatorizacion: Los animales se asignaron aleatoriamente a los grupos

experimentales utilizando la metodologia propuesta en el PNO 1.GB.T06 “Aleatorizacion
de biomodelos experimentales™ (32).

Sacrificio o eutanasia: Los animales al finalizar el estudio se sacrificaron mediante el

método eutanasico de concusion, segin PNO [.GB.T12 “Eutanasia de roedores y conejos
de laboratorio. Método de concusion” (29). Se evitd todo sufrimiento innecesario y se
tuvieron en consideracion principios y procedimientos bioéticos.

Condiciones ambientales

e Temperatura: 20 + 3°C
e Humedad: 30 a 70%
e Ciclos luz-oscuridad: 12 / 12 horas.

e Intensidad luminosa: 200 a 250 lux.
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Dichas variables climaticas se mantendran mediante aire acondicionado y luminarias
fluorescentes, teniendo en cuenta los procedimientos descritos en PNO 1.GB.003
“Control de variables ambientales™ (33).

Limpieza y desinfeccién: Durante todo el tiempo del estudio se mantuvieron las

superficies de trabajo y los locales limpios y desinfectados con etanol al 70%, segiin
PNO 1.9.015 “Limpieza en el area de experimentacion de conejos” (34). Previo al
comienzo del estudio, los materiales a utilizar se lavaron segin PNO 1.9.004 “Limpieza y
fregado del material para ensayos con animales de laboratorio” (35). Durante el
experimento, se tomaron todas las medidas de seguridad personal, como es el lavado
frecuente de manos segiin procedimiento I.GB.004 “Lavado de manos” (36).

Los desechos solidos generados durante el ensayo se recogieron en bolsas de
polietileno colocadas en contenedores adecuados y se mantuvieron en un lugar seco hasta
la fecha de traslado para gestion de los desechos, segin PNO R.01.006 “Manejo de

desecho en estudios toxicoldgicos y ecotoxicologicos” (37).

VI.2.4.3. Distribucion y formacion de grupos experimentales
Los conejos recepcionados, aceptados y seleccionados se utilizaron en los ensayos
segun PNO 1.9.T03 “Estudio de toxicidad a dosis tnica dérmica en conejos” (38) y PNO
1.9.T45 “Estudio de irritabilidad dérmica en conejos” (39). Se conformo un tinico grupo
experimental para cada laca y no fue necesario agregar un grupo control debido a que el
area adyacente de piel no tratada de cada animal sirve como control de comparaciéon en
cada caso.
A cada grupo experimental utilizado para la toxicidad aguda dérmica se le asigno
5 congjos de cada sexo (Tabla VI.1) y permanecieron en los modulos de alojamiento y
bajo las mismas condiciones durante todo el ensayo, mientras que para la irritabilidad
dérmica se utilizaron 3 animales del mismo sexo, a los que se aplicé el mismo volumen
del producto (ver Via de administracion, dosis, frecuencia y duracion), por la misma via

de administracion.
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Tabla VI.1. Grupos experimentales para la toxicidad aguda dérmica.

Grupo Cantidad de animales y sexo Dosis
5 Hembras
Laca 1
5 Machos
5 Hembras 2000 mg/kg masa corporal
Laca 2
5 Machos
5 Hembras
Laca 3
5 Machos

VI.2.4.4. Via de administracion, dosis, frecuencia y duracion

La aplicacion de cada producto se llevo a cabo por via dérmica, segin PNO 1.9.T47
“Aplicacion dérmica en animales de laboratorio” (40). Se aplico a todos los conejos para
la toxicidad aguda dérmica o la irritabilidad dérmica una dosis de 2 g por kilogramo de
masa corporal o 0,5 mL del formulado, respectivamente, en el area de piel destinada y
rasurada 24 horas antes de la aplicacion.

Para proceder al depilado de los conejos para el ensayo se colocaron en decubito
prono en una superficie plana y con el cuerpo bien extendido. A continuacion, se realizo
el depilado de la parte dorsal del tronco tratando de no producir ninglin dafio en la piel.
El area a aplicar correspondid a aproximadamente el 10% de la superficie corporal total
de cada animal. Esta abarca desde las escapulas u hombros hasta las alas de los ileum, y
desciende por los flancos hasta aproximadamente la mitad del tronco de cada animal.

La sustancia de ensayo se aplico uniformemente sobre la superficie preparada de
cada animal. La misma se mantiene en contacto con la piel con un apdsito de gasa porosa
y sujetada con una cinta del mismo material, la cual impide que los animales puedan
ingerir la sustancia de ensayo. Para asegurar la permanencia del vendaje en el lugar
deseado, se utiliza esparadrapo alrededor del mismo. De ser necesario se utiliza un cepo
para evitar la ingestion de la sustancia y aplicar el formulado con seguridad.

La duracion de la exposicion del formulado en la piel fue de 24 h post-aplicacion si
se trata de toxicidad aguda dérmica o 4 h en el caso de la irritabilidad dérmica. Al final
del periodo de exposicion, la laca residual se elimina, si es necesario, utilizando agua

estéril.
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V1.2.4.5. Observaciones clinicas
¢ Observaciones clinicas para la toxicidad aguda dérmica
Los animales tratados se observaron a simple vista durante las primeras 3-4 horas
después de la administracion, segin PNO [.GB.TO1 “Examen clinico de animales de
laboratorio” (22) y PNO L.GB.T14 “Manipulacion del conejo” (23), observando la
ocurrencia de mortalidad o la aparicion de sintomas o signos de toxicidad.
Posteriormente, se realizaron observaciones 1 o 2 veces por dia segin la ocurrencia de
alteraciones en los conejos. El periodo de observacion se extiende dependiendo de la
sintomatologia que se observe y de la mortalidad que ocurra, pero se enmarca entre 14 y
21 dias.
Las variables principales que se midieron son: mortalidad, sintomas clinicos y peso
corporal.
Ademas, se hicieron observaciones adicionales todos los dias para evitar la pérdida
de animales en estudio que estén en estados agonicos, moribundos o recién muertos y
necesiten practicarseles necropsia en conejos débiles o moribundos.
Las observaciones en los animales incluyen cambios en:
La piel y el pelo.
Los ojos y las membranas mucosas.
El sistema respiratorio.
El sistema circulatorio.
El sistema nervioso autonomo y central.
La actividad somato-motriz.

Patron de comportamiento.

® NS kWD =

Observacion de temblores, convulsiones, diarrea, letargo, salivacion, suefio y
coma.
0. Otras alteraciones en otros sistemas.

El momento de la muerte se registra con la mayor precision posible.

Al finalizar el periodo de observacién se practica el sacrificio de los conejos por un
método de eutanasia, PNO 1.GB.T12 “Eutanasia de roedores y conejos de laboratorio.
Método de concusion” (29) y se les realiza un andlisis macroscopico patoldgico por
técnicas de necropsia, seguin PNO 1.9.T06 “Necropsia en roedores y conejos de

laboratorio” (28).
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¢ Observaciones clinicas para la irritabilidad dérmica

Los animales tratados son observados frecuentemente durante las primeras 3-4 h
después de la administracion, segin PNO 1.GB.TO1 “Examen clinico de animales de
laboratorio” (22) y PNO 1L.GB.T14 “Manipulacién del conejo” (23), observando la
ocurrencia de cualquier alteracion en el area de aplicacion. Las areas adyacentes de piel
no tratada de cada animal sirven como control para la prueba. Estas observaciones son
realizadas por dos especialistas experimentados.

Cualquier alteracion o lesion de consideracion que se observe en los animales de
ensayo provocara el cese inmediato del estudio y llegado el caso de sufrimiento evidente,
el sacrificio de los animales por un método eutanasico, seguin PNO 1.GB.T12 “Eutanasia
de roedores y conejos de laboratorio. Método de concusion™ (29).

Los animales fueron examinados en busca de signos de eritema y edema en los
tiempos 30-60 minutos y a las 24 h, 48 hy 72 h después de la eliminacion del parche.

Las alteraciones de irritacion dérmica se anotaron y registraron de acuerdo con los
grados de eritema y edema. Es posible que se necesiten mas observaciones, segun las
alteraciones observadas. Estas igualmente se recogeran para establecer la reversibilidad
de las lesiones. Ademas de la observacion de las lesiones de irritacion, cualquier lesion y
otros efectos toxicos deben ser descritos completamente.

Se observan y clasifican los signos de irritabilidad dérmica asignando una
puntuacién segin cada alteracion dérmica observada, de acuerdo con la Tabla VI.2,
descrita por Draize (41) y que aparece recogida en la norma de la OECD (42).

Las observaciones se prolongaron hasta 14 dias post-retirada de los parches segun la
persistencia y/o no reversibilidad de las alteraciones dérmicas que se producen.

Al finalizar el periodo de observacion, entre 72 h y hasta 14 dias post retirada de los
parches, dependiendo de lo anteriormente expresado, a los animales se les practica el
sacrificio por un método de eutanasia, PNO [.GB.T12 “Eutanasia de roedores y conejos
de laboratorio. Método de concusion” (29) y se les realiza un andlisis macroscopico
patologico por técnicas de necropsia, segun PNO 1.9.T06 “Necropsia en roedores y

conejos de laboratorio” (28).



Capitulo VI 183

Tabla VI1.2. Evaluacidon de la reaccion dérmica

Formacion de eritema y escaras Valor
No eritema 0
Eritema muy ligero, apenas perceptible 1
Eritema bien definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema severo a formacion de escara 4
Maximo posible 4

Formacion de edema Valor
No edema 0
Edema muy ligero (escasamente perceptible) 1
Edema ligero (bordes del area bien definidos, elevacion definida) 2
Edema moderado (elevacion de aproximadamente 1 mm) 3
Edema severo (elevacion > 1 mm y extendido mas allé del area de exposiciéon) 4
Maéximo posible 4

VI1.2.4.6. Peso corporal

En los estudios de toxicidad aguda dérmica, el peso de los animales individuales se
determina poco antes de que el material de ensayo se administre, después semanalmente,
y en la muerte. Las variaciones de peso se calculan y registran cuando la supervivencia
sea superior a 1 dia. También se evaluard la ganancia de peso corporal cada semana y
hasta que termine el periodo de observacion post administracion, segin PNO 1.9.E19
“Evolucion de la ganancia de peso de roedores y conejos de laboratorio” (43).

Por otra parte, en los estudios de irritabilidad dérmica, se pesan los animales al inicio
del estudio y a las 72 horas de observacion post-aplicacion. De prolongarse el periodo de
observacion para evaluar la reversibilidad de las alteraciones cutdneas, se pesan los
animales una vez por semana. El pesaje de los animales se realiza con una bascula

electronica de 60 kg.

V1.2.4.7. Consideraciones éticas

El estudio considera los principios de reduccion del nimero de animales al realizar
las evaluaciones de manera escalonada. El personal que ejecuta el estudio esta
cualificado en el uso de mamiferos de laboratorio y tiene en cuenta los procedimientos

que disminuyen el estrés, angustia y el deterioro del estado higiénico sanitario, de tal
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modo que se garantice durante el estudio el bienestar de los animales mediante el
mantenimiento de las condiciones de tenencia para la especie, la no-variabilidad en las
respuestas y la validez y confiabilidad de los datos que se generen durante el estudio. El

informe de la Comision Etica del CBQ puede consultarse en el Anexo 4.

VI.2.4.8. Analisis estadistico y andlisis de datos

Para analizar el comportamiento del peso por sexos en el estudio de toxicidad aguda
dérmica se realizd un andlisis no paramétrico de Kolmogorov-Smirnov y una prueba de
pares de Wilcoxon para comparar los pesos del inicio con los del final por sexo. El nivel
de significacion estadistica fue de p < 0,05. Los estudios fueron realizados mediante el
paquete estadistico STATISTICA, version 10.

Una vez obtenidas las lecturas de eritema y edema en los 3 animales de cada laca en
el estudio de irritabilidad dérmica, se procedié a promediar las calificaciones de eritema
por animal a los 4 tiempos de lectura (30 a 60 minutos, 24 h, 48 h y 72 h después de
eliminar el parche) para los tres animales (12 calificaciones en total para eritema) y, por
separado, promediar las calificaciones de edema de la misma manera (12 calificaciones
en total para edema). A partir de estos promedios se calcula el indice de irritacion
primaria (IIP) para cada laca como sigue:

ITP=(Promedio de eritema + Promedio de edema)/(n° animales * n® observaciones)

Interpretacién de los resultados

Segun el IIP calculado, el producto en estudio podra clasificarse segun las siguientes

categorias:
Categoria Rango de IIP
NOITIANTE. ...t 0-1
Ligeramente irritante............ooevvieiiniiiiieeiiiennannns 1,1-2
Moderadamente irritante. ........oooeeeeviiiiiiiiiieeeannns 2,1-5
Irritante moderado @ SEVETO......covvvviiiiiiiiiiiiieeiinnnns 51-6
Irritante SEVETO....c.vvvriiii it e 6,1 -8

VI.2.4.9. Estudio anatomopatolégico

Se practico la. necropsia a los animales muertos, moribundos y/o sobrevivientes al
final del estudio en busca de lesiones macroscopicas. En caso de detectar lesiones en la
observacion macroscopica se procede a tomar muestras y fijarlas para andlisis

histopatologico, segin PNO 1.11.T21 “Toma de muestras y fijacion de tejidos de
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mamiferos para procesamiento histopatologico” (44); a la deshidratacion de las muestras
de tejidos mediante etanol, xilol y parafina (PNO 1.11.T22 “Deshidratacion, inclusion y
confeccion de bloques de tejido de mamiferos para procesamiento histopatoldgico™) (45);
corte de muestras incluidas en parafina mediante micrétomo y montaje en ldminas
portaobjetos (PNO L.11.T11 “Corte de tejidos incluidos en parafina para procesamiento
histopatologico™) (46); coloracion de los cortes mediante tincion de hematoxilina-eosina
(PNO 1.11.T23 “Desparafinado, tincion y montaje de laminas de mamiferos para
procesamiento histopatologico”) (47); y examen diagnostico por observacion

microscopica (PNO 1.11.T24 “Lectura diagnostica de ldminas histologicas”) (48).
VI.3. RESULTADOS Y DISCUSION

VI1.3.1. Estudio de toxicidad aguda dérmica

En cada grupo de evaluacién de cada una de las 3 lacas, se utilizaron cinco conejos
de cada sexo clinicamente sanos y aptos para este tipo de estudio. No se presentd
mortalidad ni ningin sintoma clinico asociado con la aplicacion de las 3 lacas con
Furvina® en los 30 animales.

El peso de los animales durante el estudio se comporté de manera creciente y logica,
para lo cual se tuvo en consideracion el tiempo de duracion del experimento (14 dias),

segun muestran las Tablas V1.3, V1.4 y VLS.
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Tabla VI.3. Comportamiento del peso corporal en conejos del estudio de toxicidad

dérmica de la laca transparente con Furvina®.

Peso inicial Peso final Incremento de peso
Producto Animal Sexo

(kg) (kg) (kg)
1 1,76 1,92 0,16
2 1,54 1,58 0,04
3 Machos 1,56 1,84 0,28
4 1,64 1,78 0,14
5 1,61 1,77 0,16

Laca 1

6 1,58 1,74 0,16
7 1,64 1,82 0,18
8 Hembras 1,56 1,82 0,26
9 1,68 1,80 0,12
10 1,68 1,86 0,18

Tabla VI.4. Comportamiento del peso corporal en conejos del estudio de toxicidad dérmica

de la laca roja con Furvina®.

Peso inicial Peso final Incremento de peso
Producto Animal Sexo

(kg) (kg) (kg)
1 1,76 2,02 0,26
2 1,46 1,6 0,14
3 Machos 1,62 1,74 0,12
4 1,5 1,77 0,27
5 1,61 1,8 0,19

Laca 2

6 1,74 1,9 0,16
7 1,66 1,88 0,22
8 Hembras 1,64 1,72 0,08
9 1,56 1,81 0,25

10 1,76 1,95 0,19
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Tabla VI.5. Comportamiento del peso corporal en conejos del estudio de toxicidad

dérmica de la laca blanca con Furvina®,
Peso inicial Peso final Incremento de peso
Producto Animal Sexo
(kg) (kg) (kg)
1 1,76 1,88 0,12
2 1,24 1,54 0,3
3 Machos 1,56 1,82 0,26
4 1,5 1,69 0,19
5 1,33 1,57 0,24
Laca3
6 1,76 1,88 0,12
7 1,68 1,78 0,1
8 Hembras 1,64 1,86 0,22
9 1,55 1,83 0,28
10 1,4 1,59 0,19

Al comparar estadisticamente la masa corporal inicial con la obtenida el dia 14 del
experimento por sexo se encontraron diferencias significativas tanto para hembras como
para machos (p < 0,05) en los tres grupos experimentales correspondientes a las tres
lacas, por lo que se consideré que el incremento de masa corporal en los animales
durante el estudio fue ligeramente significativo, tal y como corresponde al estado
somatico de animales jovenes en crecimiento mantenidos bajo condiciones de bienestar,
como muestran las Figuras VI.1, VI.2 y V1.3. Los resultados de este test permitieron
concluir que los conejos de ambos sexos incrementaron su masa corporal de manera
significativa al finalizar el estudio con respecto al inicio, lo que demuestra que no existe

una influencia negativa por la administracion de cada una de las lacas en estudio.
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Figura VL.1. Analisis del comportamiento del peso corporal de conejos tratados con laca

1 y Furvina®. Comparacion del peso por sexo al inicio y fin del estudio.
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Figura VL2. Analisis del comportamiento del peso corporal de conejos tratados con laca

2 y Furvina®. Comparacion del peso por sexo al inicio y fin del estudio.
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Figura V1.3. Anélisis del comportamiento del peso corporal de conejos tratados con laca

3 y Furvina®. Comparacion del peso por sexo al inicio y fin del estudio.

Al comparar los pesos de ambos sexos por el test de Kolmogorov-Smirnov, tanto al

inicio como al final de la evaluacion, no existieron diferencias estadisticas entre sexos en

ninguno de los dos momentos para las tres lacas en estudio, como muestran las Figuras

V14, VL5 y VL6.
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Figura VI.4. Andlisis del comportamiento del peso corporal de conejos administrados

con laca 1 y Furvina®. Comparacién del peso entre sexos.
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Figura VL5. Analisis del comportamiento del peso corporal de conejos tratados con laca

2 y Furvina®. Comparacion del peso entre sexos.
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Figura VI.6. Andlisis del comportamiento del peso corporal de conejos tratados con laca

3 y Furvina®. Comparacion del peso entre sexos.

De manera general, se puede comprobar que los conejos de ambos sexos

incrementaron su masa corporal de manera significativa al finalizar el estudio con

respecto al inicio, lo que demuestra que no existe una influencia negativa por la

administracion de cada una de las lacas en estudio.

En todas las necropsias realizadas a la totalidad de los animales en estudio no se

observd ninguna lesidbn macroscopica

administracion de los tres productos.

indicativa de procesos patoldgicos por
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Las demandas crecientes del mercado, la formulacion de nuevos productos, y las
presiones de grupos ambientalistas y defensores de un trato adecuado para los animales,
han obligado al desarrollo de ensayos alternativos para la evaluacion de la calidad de
cosméticos y productos de higiene personal y colectiva (49). De hecho, muchos paises y
regiones han prohibido testar en animales los productos cosméticos. No obstante, el
INHEM del Ministerio de Salud Publica de la Republica de Cuba aun mantiene vigente
las regulaciones e indicadores requeridos en lo referente a requisitos, metodologia de
evaluacion y dictimenes de los productos objeto de Registro Sanitario para autorizar su
comercializacion y libre venta en el pais desde el punto de vista sanitario, aplicable para
alimentos, cosméticos, juguetes y otros productos de interés sanitario (8). Dicho
documento establece que, atendiendo al riesgo epidemioldgico, los brillos y esmaltes
para ufias se clasifican de riesgo para la salud segin un listado de tipos de cosméticos.
Asi mismo, enuncia que la evaluacién sanitaria de cosméticos se establece segun las
normas para los cosméticos expedidas por la Food, Drugs and Cosmetics Administration
de los Estados Unidos de Norteamérica, la Cosmetics, Toiletry and Fragance Association
Inc. de la Unién Europea y Japon, y la norma cubana de requisitos sanitarios. Ademas,
dicho documento aclara que, para solicitar la evaluacion sanitaria, el interesado debera
presentar ante el INHEM, entre otros documentos e informaciones, los resultados de
pruebas bioldgicas en animales de experimentacion o el aval de inocuidad de los
productos. Mas adelante, esta normativa establece los indicadores toxicoldgicos para el
estudio de los cosméticos y para este tipo de producto recomienda realizar
fundamentalmente evaluaciones de irritabilidad dérmica y oftadlmica (8).

Los productos cosméticos tienen una presencia importante en nuestras vidas. El
incremento en la variedad de productos y el volumen de los mismos, orientado a la
satisfaccion de una demanda cada vez mayor y mas especializada, y las posibles
repercusiones que nuevas formulaciones puedan tener para la salud humana, obligan al
establecimiento y evaluacion de los riesgos inherentes en el uso de cosméticos, y la
verificacion continua de la calidad sanitaria y comercial mediante técnicas de control de
la calidad y analisis toxicologico (50).

Resulta importante como evaluadores conocer la composicion de los productos en
estudio. De forma particular, en el caso de las lacas para unas, se reporta que, de los 20
productos quimicos comunes para ufias que ocasionan problemas de salud, y que
aparecen listados por la EPA estadounidense, 17 son dafiinos para el tracto respiratorio.

También, muchos de ellos ocasionan trastornos sensibilizantes en la piel del personal que
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trabaja con estos productos, al igual que decoloracion y verrugas. Diversos articulos
cientificos han informado sobre las tres sustancias quimicas de los productos de una que
originan problemas de salud asociados mas graves y son el ftalato de dibutilo, el tolueno
y el formaldehido (51). Rutinariamente, la exposicion a cantidades o dosis toxicas de
estos y otros compuestos quimicos presentes en dichas formulaciones es muy poco
probable, al considerar la poca cantidad que se utiliza al aplicar estos esmaltes y lacas en
las ufias en las personas. Si se deberia considerar la mayor exposicion que presentan las
trabajadoras o manicuras al trabajar frecuentemente con estos cosméticos. Por tal razon,
se decidi6 incluir dentro de las evaluaciones pre-clinicas de las lacas con Furvina® para
ufias, un estudio en el que la exposicion en la piel a los productos en estudio se utilizara a
dosis unica pero elevada.

De manera general, los resultados obtenidos en el estudio nos permiten afirmar que

las tres lacas con Furvina®

no producen toxicidad dérmica demostrable a dosis limite en
conejos, por lo que dichos productos no presentan riesgos toxicos por esta via en

humanos.

V1.3.2 Resultados del estudio de irritabilidad dérmica

Se utilizaron en el ensayo nueve conejos del sexo hembras, clinicamente sanas y
aptas para este tipo de estudio. No se observd ningun sintoma clinico asociado con la
aplicacion de las tres lacas con Furvina® en los animales. El peso de los animales durante
el estudio se comportd de manera discretamente creciente y logica considerando el corto
tiempo de duracion del experimento, como indica la Tabla VI.6.

En las necropsias realizadas a la totalidad de los animales en estudio no se observé
ninguna lesidn macroscdpica indicativa de procesos patoldgicos por administracion del

producto por via topica.
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Tabla VI.6. Comportamiento del peso en conejos del estudio de irritabilidad dérmica.

Producto Animal Peso inicial Pesoa 72 h Incremento final

(kg) (kg) (kg)

1 1,60 1,61 0,01

Laca 1 2 1,48 1,50 0,02
3 1,66 1,67 0,01

1 1,6 1,63 0,03

Laca 2 2 1,65 1,67 0,02
3 1,50 1,51 0,01

1 1,50 1,51 0,01

Laca 3 2 1,43 1,45 0,02
3 1,57 1,58 0,01

Respecto a las lecturas secuenciales de edema y eritema cutaneos en el area de
aplicacion de las 3 lacas, no se observo ninguna de las alteraciones, en sus diferentes
grados, en la piel de todos los animales, como demuestra la Tabla VL.7.

Con las lecturas observadas durante el estudio se calculo el IPP, se obtuvo un valor 0
para las 3 lacas estudiadas.

Las 3 lacas para ufas objeto de estudio constituyen una mezcla de la denominada
laca base y el IFA Furvina®. Dichos productos se prevén utilizar como magquillaje
cosmético y para tratar onicomicosis en las ufias en humanos, por lo que se deduce que
entraran en contacto con el hombre, tanto en los que lo produzcan, como en los que
utilizaran dicho compuesto. Los resultados reflejados anteriormente demuestran que los
productos aplicados en dosis unica se clasifican como no irritantes dérmicos, pues los
valores de IIP de cada uno se encuentran en el rango de 0 a 1. Los resultados fueron
evaluados segln se establece por las guias internacionales para este tipo de ensayo, las
que establecen que cuando los valores estan entre 0 y 1, la sustancia es considerada con

ausencia total de este efecto toxico (42).
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Tabla VL.7. Evaluacion de edema y eritema en conejos.

Producto Animal Variable Tiempo (h)
estudiada lh 24 h 72 h Total
. Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0
Lacal 2
Eritema 0 0 0 0
; Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0
| Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0
Laca?2 2
Eritema 0 0 0 0
; Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0
. Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0
Laca3 2
Eritema 0 0 0 0
; Edema 0 0 0 0
Eritema 0 0 0 0

De manera general, los estudios de irritabilidad dérmica realizados clasifican a las

®

tres lacas con Furvina® como seguras, es decir, no irritantes. En base a estos resultados

los tres productos en estudio son aprobados para su uso sin advertencias de irritabilidad

por contacto dérmico.

VI1.4. CONCLUSIONES

Los estudios desarrollados demostraron que las tres lacas con Furvina®,

desarrolladas en colaboracion entre el CBQ y la Empresa Suchel S.A., no presentan

potencial irritante dérmico y se clasifican como no irritantes para la piel. Las tres lacas

®

para ufias con Furvina® no producen toxicidad dérmica demostrable al administrarse a

una dosis limite de 2000 mg/kg en conejos. Ademas, las tres lacas de uflas con Furvina®
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se consideran como irritantes oftdlmicos a pesar de no ser evaluados en el modelo
animal, ya que sus componentes son irritantes por separado, por lo que se recomienda

mantenerlas alejadas de la vista.
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La conclusiéon general que se puede extraer de esta Tesis Doctoral es que las
metodologias analiticas desarrolladas para la caracterizacion quimico-farmacéutica de
lacas para el tratamiento de la onicomicosis han demostrado una efectiva aplicabilidad
reportando datos de gran interés en relacion a los formulados conteniendo el ingrediente
farmacéutico activo (IFA) Furvina®.

Las conclusiones especificas que se han obtenido en esta Tesis son:

1. El método espectrofotométrico UV/VIS propuesto para la cuantificacion del IFA
en diferentes lacas de ufias ha mostrado excelentes parametros de especificidad,
linealidad (1-5 pg/mL), precision (coeficientes de variacion inferiores a 5% en
todos los casos), veracidad (97-103%) y sensibilidad (limite de deteccion (LD) y
de cuantificacion (LQ) igual a 0,038 y 0,156 pg/mL, respectivamente). Asi, la

metodologia propuesta resulta una interesante herramienta de muy facil acceso

para la mayoria de los laboratorios para la determinacioén de Furvina®.

2. La combinacion de la cromatografia liquida capilar con deteccion mediante
diodos en serie (LCcapilar-DAD) ha demostrado gran poder de separacion para
una determinacion selectiva del IFA. Dicha combinacion instrumental ha sido
aplicada al andlisis de lacas y de orina humana. El método propuesto para lacas ha
proporcionado valores muy favorables para los diferentes parametros analiticos,
en términos de intervalo de linealidad (0,1-10 pg/mL), precision (coeficientes de
variacion inferiores a 5%), veracidad (99- 101%) y sensibilidad (0,01 y 0,035
png/mL para LD y LQ, respectivamente). Por otro lado, la aplicacion de la técnica
miniaturizada microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) en el
tratamiento de las muestras de orina de forma previa a su analisis mediante
LCcapilar-DAD ha permitido no solo incrementar la sensibilidad de la
metodologia, sino que simultineamente ha mejorado la selectividad al actuar

DLLME preconcentrando el analito y limpiando la matriz de la muestra.

3. Las técnicas de difraccion de rayos X (XRD), microscopia electronica de barrido
(SEM), espectroscopia infrarroja (IR) y calorimetria de barrido diferencial (DSC)
se han mostrado como herramientas de gran utilidad en la caracterizacion e
identificacién de Furvina® en lacas de ufias. Asi, la técnica DSC ha permitido
establecer las condiciones Optimas de temperatura de almacenamiento de los
formulados (87,57-95,46 °C). Los anélisis obtenidos mediante SEM han mostrado

cambios morfoldgicos y tipograficos de los cristales del IFA en los formulados,
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que resultan de gran importancia a la hora de conocer su actividad farmacologica.
Mediante IR se han identificado las bandas de absorcion caracteristicas del IFA

en los formulados, corroborando su presencia en los mismos.

4. Los resultados obtenidos a través del estudio de permeabilidad han conducido a
recomendar el contacto del formulado con la ufia durante un periodo superior a

los 11 dias con objeto de garantizar el efecto deseado contra la onicomicosis.

5. La espectrometria de absorcion atomica con atomizacion electrotérmica y fuente
continua de alta resolucion (HR-CS ETAAS) ha demostrado su utilidad para el
control de los elementos metdlicos plomo, arsénico y cobre en las lacas de ufias
transparentes, roja, blanca y en el IFA Furvina®. Los contenidos encontrados en
las lacas de ufas fueron en todos los casos inferiores a los limites maximos
permisibles (LMPs) establecidos por el Instituto Nacional de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia (INHEM) de Cuba, por lo que los productos
pueden considerarse seguros y aptos en cuanto a los metales estudiados para su

comercializacion segin las normas del INHEM.

6. Las tres lacas con Furvina®, desarrolladas entre el Centro de Bioactivos Quimicos
(CBQ) y la Empresa Suchel S.A., no presentan potencial irritante dérmico y se
clasifican como no irritantes para la piel, en base a las evidencias encontradas a
través de los estudios correspondientes. Ademas, no producen toxicidad dérmica
demostrable al administrarse a una dosis limite de 2000 mg/kg en conejos.
Asimismo, los tres formulados se consideran como irritantes oftalmicos a pesar
de no ser evaluados en el modelo animal, ya que sus componentes son irritantes

por separado, por lo que se recomienda mantenerlos alejados de los 0jos.
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The general conclusion that can be drawn from this Doctoral Thesis is that the

analytical methodologies developed for the chemical-pharmaceutical characterization of

lacquers for the treatment of onychomycosis have demonstrated effective applicability,

reporting data of great interest in relation to formulations containing the active

pharmaceutical ingredient (API) Furvina®.

The specific conclusions obtained in this Thesis are:

1.

The proposed UV/VIS spectrophotometric method for the quantification of API
in different nail lacquers has shown excellent parameters of specificity, linearity
(1-5 pg/mL), precision (coefficients of variation less than 5% in all cases),
accuracy (97-103%) and sensitivity (limit of detection (LD) and quantification
(LQ) equal to 0.038 and 0.156 pg/mL, respectively). Thus, the proposed
methodology is an interesting tool that is easily accessible to most laboratories for

the determination of Furvina®.

The combination of capillary liquid chromatography with diode array detection
(capillary LC-DAD) has demonstrated high separation power for selective
determination of API. This instrumental combination has been applied to the
analysis of lacquers and human urine. The proposed method for lacquers has
provided very favourable values for the different analytical parameters, in terms
of linearity range (0.1-10 pg/mL), precision (coefficients of variation less than
5%), accuracy (99-101%) and sensitivity (0.01 and 0.035 pg/mL for LD and LQ,
respectively). On the other hand, the application of the miniaturized dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) technique in the treatment of urine
samples prior to their analysis by capillary LC-DAD has not only allowed to
increase the sensitivity of the methodology but has simultaneously improved the
selectivity, as DLLME acts by preconcentrating the analyte and cleaning the

sample matrix.

X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), infrared
spectroscopy (IR) and differential scanning calorimetry (DSC) techniques have
proven to be very useful tools for the characterisation and identification of

Furvina®

in nail lacquers. Thus, the DSC technique has made it possible to
establish the optimum storage temperature conditions for the formulations (87.57-
95.46 °C). The analyses obtained by SEM have shown morphological and

typographic changes in the API crystals in the formulations, which are of great
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importance when it comes to knowing their pharmacological activity. The
characteristic absorption bands of the API in the formulations have been

identified by IR, corroborating its presence in them.

4. The results obtained through the permeability study have led to recommending
that the formulation be in contact with the nail for a period of more than 11 days

in order to guarantee the desired effect against onychomycosis.

5. High-resolution continuous source electrothermal atomization atomic absorption
spectrometry (HR-CS ETAAS) has proven useful for monitoring the metallic
elements lead, arsenic and copper in clear, red and white nail lacquers and in the
IFA Furvina®. The contents found in the nail lacquers were in all cases lower than
the maximum permissible limits (MPLs) established by the National Institute of
Hygiene, Epidemiology and Microbiology (INHEM) of Cuba, so the products can
be considered safe and suitable for marketing in accordance with INHEM

standards in terms of the metals studied.

6. The three lacquers with Furvina® developed by the Centre for Chemical
Bioactives (CBQ) and the Suchel S.A. Company, do not present dermal irritant
potential and are classified as non-irritating to the skin, based on the evidence
found through the corresponding studies. In addition, they do not produce
demonstrable dermal toxicity when administered at a limit dose of 2000 mg/kg in
rabbits. Likewise, the three formulations are considered ophthalmic irritants
despite not being evaluated in the animal model, since their components are

irritating separately, so it is recommended to keep them away from the eyes.
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ANEXO 1. Andlisis de varianza a nivel bajo de concentracion.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 6 6,100740741 1,016790123 5,8528E-05

Columna 2 6 6,397037037  1,06617284 5,8528E-05

Columna 3 6 7,211851852  1,201975309 0,00012437

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 0,110349032 2 0,055174516 685,606061 1,80701E-15 3,682320344
Dentro de los grupos 0,001207133 15 8,04755E-05

Total 0,111556165 17
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ANEXO 2. Analisis de varianza a nivel medio de concentracion.

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 18,56 3,093333333 6,5844E-05
Columna 2 17,93777778  2,98962963 6,5844E-05
Columna 3 17,55259259  2,925432099 0,00012437
ANALISIS DE VARIANZA

Suma de Grados de Promedio de los

Origen de las variaciones cuadrados  libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F

Entre grupos 0,086133211 2

0,001280293 15

0,043066606
8,53528E-05

504,571429 1,74977E-14  3,682320344

Dentro de los grupos

Total 0,087413504 17

1.
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ANEXO 3. Analisis de varianza a nivel alto de concentracion.

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Columna 1 6 30,38222222  5,063703704 6,5844E-05

Columna 2 6 29,70074074  4,950123457 0,00012437

Columna 3 6 30,27851852  5,046419753 0,00014632

ANALISIS DE

VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 0,044944368 2 0,022472184 200,326087 1,51429E-11 3,682320344
Dentro de los grupos 0,00168267 15 0,000112178

Total 0,046627039 17
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ANEXO 4

Universidad Central "Marta Abreu”  Teléf: (53 42) 281192, 281473

CENTRO de Las Villas, Santa Clara, Villa Email: omarrero@uclv.edu.cu
(%Eumaé\ggwos Clara, C.P. 54830, Cuba.

INFORME DE LA COMISION DE BIOETICA DEL CENTRO DE BIOACTIVOS
QUIMICOS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL “MARTA ABREU” DE LAS VILLAS

El Comité de Bioética del Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) ha analizado y aprobado los protocolos e
informes de investigacion presentados por la doctoranda Zenia Pérez Rodriguez y pertenecientes a la tesis doctoral
Estudios quimico-Farmacéuticos de una formulacion sobre la base de Furvina®; contra la onicomicosis.

Dentro de los documentos presentados y relacionados directamente con la utilizacién de animales de laboratorio
estan: _

I. Evaluacion de la toxicidad a dosis inica dérmica en conejos de tres lacas de ufias.

2. Determinacion de los efectos irritantes y/o corrosivos dérmicos en conejos de tres lacas de ufias.

Los representantes de dicho comité de bioética, junto con los investigadores consideraron aplicar los principios
de reduccion del nimero de animales, al no tener’ que emplear animales controles y, ademas, realizar las
evaluaciones de manera escalonada, de modo tal que se garantizara durante el estudio el bienestar de los animales
mediante el mantenimiento de las condiciones de tenencia para la especie, la no-variabilidad en las respuestas y
la validez y confiabilidad de los datos que se generaron durante el estudio. De igual manera se tuvieron en cuenta
-métodos aceptados de eutanasia y necropsia.

Por todo lo anterior el Comité de Bioética del Centro de Bioactivos Quimicos considera que los estudios
preclinicos toxicologicos en mamiferos a realizar con las lacas para uiias CUMPLEN CON LOS PRINCIPIOS
ETICOS establecidos para el uso de animales de experimentacion.

Y para que asf conste, se firma el presenta Aval a los 3 dias de{ mes de junio de 2024

45

Dr. MV. Osmahy Marrero Chang
e Presidente del Comité de Bioética CBQ

Miembros del Comité c}e/Bio'_é‘rica C\ E b/

PhD. ']freq('g Meneses Marcel. MSc Amalia Maria Calvo Alonso
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* / 4
) iy
PhD Miiafl Diaz Diaz PhD. Pkdfo de 122( Rodrfguez

Dra. MV. CBQ Dr. MV. Facultad de"Veterinaria. UCLV
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ANEXO 5

Los resultados de la presente Tesis Doctoral han sido difundidos en diferentes
Congresos Nacionales e Internacionales, asi como capitulos de libro y publicaciones en

revistas cientificas.

1. Perez-Rodriguez Z, Rodriguez-Rodriguez Y, Rodriguez-Negrin Z, Molina-Ruiz
R, Medina-Marrero R, Ancede-Gallardo E. Development of a new formulation for
onychomycosis treatment using Furvina® as an active pharmaceutical ingredient. In
Proceedings of the 2nd International Conference on BioGeoSciences: Modeling Natural
Environments. 2019;2:191-203). Springer International Publishing.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-04233-2_17

2. Perez Rodriguez Z, Campillo N, Vinas Lopez-Pelegrin P, Hernandez-Cérdoba M,
Rodriguez-Rodriguez Y, Alvarez O, Rodriguez Negrin Z. Determination of furvina in
medicated nail lacquers for onychomycosis treatment by direct UV/Vis
spectrophotometry and liquid chromatography with diode array detection. I Symposium
on Chemical and Physical Science for Young Researches. Octubre, 2020. Facultad de

Quimica de la Universidad de Murcia, Murcia, Espafia

3. Perez Rodriguez Z, Rodriguez Negrin Z, Alvarez O, Medina Marrero R,
Rodriguez-Rodriguez Y. Development of a medicated nail lacquer for onychomycosis

treatment. Afinidad. 2021;78:593

4. Perez-Rodriguez Z, Alvarez O, Rodriguez-Negrin Z, Calvo AM, Valdés-Negrin
HL, Perez-Rodriguez M. Comprehensive certification of the Furvina production by
modeling quality control parameters. International Symposium Farmaceutical Science
SicF, III Convencion Cientifica Internacional UCLV 2021. Noviembre, 2021.
Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, Cuba.

https://www.uclv.edu.cu/eventos/iii-convencion-cientifica-internacional-uclv-2021/

5. Perez-Rodriguez Z, Rodriguez Negrin Z, Campillo N, Vifias Lopez-Pelegrin P,
Hernandez-Cordoba M, Alvarez O. Desarrollo y validaciéon de una técnica para la

determinacion de Furvina en esmaltes de uflas por cromatografia liquida capilar con


https://doi.org/10.1007/978-3-030-04233-2_17
https://www.uclv.edu.cu/eventos/iii-convencion-cientifica-internacional-uclv-2021/
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deteccion por matriz de diodo. International Symposium Farmaceutical Science SicF, III
Convencion Cientifica Internacional UCLV 2021. Noviembre, 2021. Universidad Central

“Marta Abreu” de Las Villas, Cuba. https://www.uclv.edu.cu/eventos/iii-convencion-

cientifica-internacional-uclv-2021/

6. Valdés-Negrin HL, Alvarez O, Perez-Rodriguez Z, Rodriguez-Negrin Z, Perez-
Rodriguez M. Analyzing thermal degradation of Furvina drug using a stability indicating
spectrophotometric method and characterization studies. Chemistry Africa.

2022:5(2):305-12. https://doi.org/10.1007/s42250-021-00307-y

7. Perez-Rodriguez Z, Alvarez O, Rodriguez-Negrin Z, Calvo AM, Valdes-Negrin
HL, Perez-Rodriguez M. Comprehensive certification of the Furvina production by
modeling quality control parameters. Journal of Pharmaceutical Innovation. 2022:17(4);

1084-1090. https://doi.org/10.1007/s12247-021-09589-8

8. Perez Rodriguez Z, Campillo N, Vifias Lopez-Pelegrin P, Alvarez O, Rodriguez
Negrin Z. Microextraccion dispersiva liquido-liquido para la determinacion de Furvina®
en muestras de orine mediante cromatografia liquida con detecciéon por diodos. VIII
Simposio Internacional de Quimicas y Ciencias Farmacéuticas 2023. VIII Conferencia

Ciencias Quimicas de la Convencion UCLV 2023


https://www.uclv.edu.cu/eventos/iii-convencion-cientifica-internacional-uclv-2021/
https://www.uclv.edu.cu/eventos/iii-convencion-cientifica-internacional-uclv-2021/
https://doi.org/10.1007/s42250-021-00307-y
https://doi.org/10.1007/s12247-021-09589-8
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AA
AAS
ACN
AES
AESI
ANOVA
BaA
BPF
BPL
CBQ
CCD

CE
CECMED

CENPALAB

CIDEM
CPE
CSIRO
CcvV
CVAAS

DAD
DLLME
DSC
DSDME
EC

ECD
EDL
EDX

EF

EHT

EI

Asistido por aire

Espectrometria de absorcidon atomica

Acetonitrilo

Deteccion por emision atémica

Asociacion Espanola de Farmacéuticos de la Industria

Analisis de la varianza

Benzo(a)antraceno

Buenas practicas de fabricacion

Buenas practicas de laboratorio

Centro de Bioactivos Quimicos

Disefio de composicion central

Comision Europea

Centro para el Control Estatal de Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Médicos

Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio

Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos

Extraccion en punto de nube

Organizacion de Investigacion Cientifica e Industrial del Commonwealth

Coeficiente de variacion

Espectrofotometria de absorciéon atdémica con vapor
frio

Deteccion mediante diodos en serie

Microextraccion dispersiva liquido-liquido

Calorimetria diferencial de barrido

Microextraccion en gota directamente suspendida

Electroforesis capilar

Deteccion por captura de electrones

Lampara de descarga sin electrodos

Espectroscopia de rayos X de energia dispersiva

Factor de enriquecimiento

Voltaje de aceleracion

Estandar interno
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EMA Agencia Europea de Medicamentos

EPA Agencia de Proteccion Ambiental

ETAAS Espectrometria de absorcion atdmica con atomizacion electrotérmica

FAAS Espectrometria de absorcion atbmica con atomizacion en llama

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos

FE-SEM Microscopia electronica de barrido de emision de
campo

FID Deteccion por ionizacion en llama

FIR Espectroscopia de infrarrojo lejano

GC Cromatografia de gases

HCL Lampara de catodo hueco

HF Fibra hueca

HGAAS Espectrometria de absorcion atomica con generacion de hidruros

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion

HR-CS Fuente continua de alta resolucion

IARC Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer

ICH Consejo Internacional de Armonizacion

ICP Plasma acoplado inductivamente

IFA Ingrediente farmacéutico activo

1P Indice de irritacion primaria

IL Liquido i6nico

INHEM Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia

IR Espectroscopia infrarroja

ISO Organizacion Internacional de Normalizacién

LA Ablacion laser

LC Cromatografia liquida

LCcapilar Cromatografia liquida capilar

LD Limite de deteccion

LIBS Espectrometria de ablacion inducida por laser

LLE Extraccion liquido-liquido

LMPs Limites maximos permisibles

LPME Microextraccion en fase liquida

LQ Limite de cuantificacion
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MBr
MIR
MS
MS/MS
MSPD
NIOSH

NIR
NOAEL
NSD
OCSPP

OECD
OMS
OSHA
Ph. Eur.
PNO
PTFE
QC
RSD
SA
S/N
SD
SDME
SEM
SE
SFOD
SM
SPE
SPME
TLC
TOF
UA

Monobromado

Espectroscopia de infrarrojo medio

Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tindem

Dispersion de matriz en fase solida

Instituto Nacional para la Seguridad y Salud
Ocupacional

Espectroscopia de infrarrojo cercano

Nivel de efectos adversos no observados

Detector selectivo de nitrogeno

Oficina de Seguridad Quimica y Prevencion de la
Contaminacion

Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico

Organizaciéon Mundial de la Salud

Administracion de Seguridad y Salud en el Trabajo

Farmacopea Europea

Procedimiento normalizado de operacion

Politetrafluoroetileno

Coeficiente de calidad

Desviacion estandar relativa

Asistido por surfactantes

Relacion sefial-ruido

Desviacion estandar

Microextraccidon en gota simple

Microscopia electronica de barrido

Deteccion de electrones secundarios

Solidificacion de gota flotante

Disolventes supramoleculares

Extraccion en fase solida

Microextraccion en fase solida

Cromatografia en capa fina

Tiempo de vuelo

Asistido por ultrasonidos
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UE
UFC
USP
UV/VIS
VA
XRD
XRF
XRPD

Unioén Europea

Unidad formadora de colonias
Farmacopea estadounidense
Ultravioleta-visible

Asistido por agitacion vortex
Difraccion de rayos X
Fluorescencia de rayos X

Difraccion de rayos X de polvo cristalino
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