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A B R E V 1 A T U R A S 

Ara-e Arab1nÓsido de citosina 

CLAR, HPLC' Cromato~rafía. l {q!..l.ida de ~'t~ resolución 

oc Grados centfqr~dos 

nm Nanómetro: 

mc:l Hi e: rol i tres 

mcg Microgramos 

TCA Acido tricloroacét1cc 

R.A. Reactivo anal Ític:o 

Ara-U ArabinÓsido de uracilo 

() Citas bibl io~ráf ica~ 

c:.m.d. Concentración mínima detectable 

"Í i i 



C A P I T U L O 

1 N T R o D u e e 1 o N 



1 NTRODUCC IOI~ 

El arabiriÓsido de c1tosina ( Ara-r.: ) e: 1_1n nL.tc:leÓsido 

sintético 3.n:Íloqo a 1 a .::itidin:i., con el qrupo OH- del 

C-2 crientado opuestamente; inhibe el crecimiento de 

células en cultivos, es inmunosuprescra v ei ~c:t i''~ 

contra tumores en ratón. Cl ln1c~mente 1.Ee emplea. en e~ 

't.r<ltem1eni::o de 1 eucemie.s agudes::, miel ol:tl istic~. " 
infantil, y en 1 infamas h1sticc:Íticos • .administrándose 

generalmente por v{a parenter?.' 

Debido a que 13 quimioterapia con antineoplásic:o~ 

provoca efectos sc:;?c:i_tndar1os serio;:, v q 1_te no h~\' dos!s 

establecidas con un:;i. efecti•1idad del 100~~, e~ de Sllma 

importancia su ~studio para poder establecer re~Ímenes 

de dosificación en población me:tir.:ana •1 al m1:mo 

tiempo, viqilar las concentraciones p~asm~t1c~~ durante 

el tratamiento. 

Existen variaE métodos anal {tices p3.ra cLiantific::\r 

Ara.-C en pl a.sma, s1endn el mS.tado de !:ri:>matoqrafÍ~. 

1 Íquida de alta resolución <CLAR o HPLC por SL!5: siqla~ 

en inglés> , el más ad2cua.do para $l.! det~rminaciÓn. 

El presente trabajo describe un m~tcdo de CLnP para la 

cuantificaci~n de arabincis1do de citasjna en plasma el 

cual puede ser uti 1 izado en estudios 

farmacocinética. 
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Los oarámetros que describen e~t=ll.d!st1 e amente la 

confiabilidad método son! e~pecific1dad, 

1 ineal ídad, reproducibilidad, sen~1bil1dad ~· prec!g16n. 
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CAPITULO 

I I 

G E N E R A L I D A D E S 
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GENERALIDADES 

l I. 1. PROPIEC•AOES FISICOOUIMIC'\S. 

11.1.1. Nombres quÍm1c:os y sinónimos: 13b~ 

* 4 - amino -1- 3.rabinofuranosil -1,2- dihidro -2-

oxopirim1dina 

* 4 amino -¡l-[1- ~rabinoft.tra.nosi 1 

pirímidinona 

* 1-~-D- arabinofurano=ilcitosina 

* ~- c1tosina arabindsido 

* Aracitidina 

* Ara - e 

* Citarabina 

* Citosar 

II.1.2. Fórmula desarrollada: <36,38) 

·~ 
..... 

II.1.3. Fórmula condensada: <36,38) 

CH NO 
9 13 3 '5 

'5 

-2< IH)-



II.1.4, Peso molecular: (36,31:ll 

243.22 g/mol 

II .1.5. Compo~nciÓn porcentual: (36) 

C: 44.44Z , H: S.39Z , N: 17.28Z • O: 32.89X . 

II.1.6. Punto de fusión: <36,39) 

Prismas de etanol al '50~-! 212 - 213 oc. 

II.1.7. Rotación Óptica especÍfic3: (36,39> 

23 24 
,. o(> +158 <: o<> +J53 : ~i:cnc:9ntraciÓn 

[I 

en ~qua 0.5 g ! 100 ml). 

II.1.8. Espectro ultravioleta: (38) 

La absorc:jÓn del Ar2' - C al U.~ 1 • a p4 = 2 oresent~ 

dos máuimos: 281 nm CE=13171) v 212.S nm (E=10230) 

a pH = 12 present3. t.•.n má.:-:1mo 2' ~?2.5 nm t.~=925<.n ~ 

I I.1.9. Sol ub i 1 id'1d: 138) 

Soluble 1 : 1 en '1qua menos soluble en dieolventes 

orgánicos .. 

II .1.1(1 pKa : (39) 

pKa = 3.85 
1 

pKa = no determinado 
2 

6 
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II.1.11 Extracción: <JB> 

El Ara - C se e:{tr3e de so1ucion~s ac:uos~s aJ~a 1 1n~5 

con dtsol voentes orC1ánic~s. 

I I .1 .12 Propieda.de~ cromatoqráf ica:: (JO.\ 

R.f en ~cido lsobut{r-ico - amoni;i,co: (J.64 - 1)."15 

Il .J .13 DescrfpciÓn: (J6,J7l 

Polvo alca! ino blanco. Es l.ln nucl eÓsido ::int.i?tic:o 

que difiere de los nuc:leÓsido-: norme-lee citidina-. " 

deoxicitidina en qLte el az•.1c3r es ~r~b1no'.3a <:!'n 

lu~ar de ribosa o deo~iribosa. 

II .1.14 Estabilidad en soluc:1Ón ?.cuosa: 1'J5) 

La má!"?ma e:t.?.bit tdad -=~ obser''-? ? pH neutrQ, dond~ 

el Ara - C resiste 13 desam1naciÓn a ar~binÓsido de 

uracilo, manteniendo ~l Q0% de sw po~~nc1~ dur~nte 

6.5 meses en un~ soluc16n amortiq1Jadora de fosf~tas 

O. •J6M, pH = 6. 9 a 25 qrados cent .f ~r~do:. 

La constante de vel oc: id ad O<) aumente c~nforme 

disminuve el pH de 6.0 a 2.8, donde se encu~ntr~ un 

má.:c imo, p.ara vol ver a decrecer conforme el pH c:;e 

aproxima a cero. 
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11. 2. ASPECTOS GENERALES DE LA FARMACOTERAPIA 

II.2.1. Agentes ~ntineopl~sicos: <1 .~) 

El ob .. ietivo principal de 1 os ~nt1nei:iri1 Í.sico: es el 

de llevar la población de células tumor.~les a cero. 

Los resu.l tados del tr?.tam1 !?nto dependen d5' f acb:J~e:: 

relacionados con el fármaco tales como: el tipo, 1 a 

dosis v el intervalo de adm1nistrac1dn v de factore":= 

asee iados a 1 proceso seC:t.\enc: i al de cree imiento, 

denominado ciclo celular. 

El cicla celular de las célt.tl3.5 neopl.?sicas es 

secuencialmente el mismo que el de las c~lul~~ 

normal~s. Cada c~lula con11enza su crec1m1en~o ~n ~n 

período o fase den~minado Gl, en el cual se 

producen 1 as en::imas necesarias para la s{ntesti::: 

de DNA, RNA v otras prot!>inas. A ~=te p~ríodo 1 e 

sigue l:a fa~e S en la que SE! sintet.i::a [1NA. Ur.?. 

v~: terminad8 esta síntesis, las cilu!as entran 

en un período premi+:.Ótic:o denominado 82 en e~ qL~e 

QCUrre la síntesis de RNA '' otr~s prot2in~s: 

fase s1que inmediatamente 1 a mitosis: fa$e M y 

finaliza el ciclo celuler d~ndo 1~Q~r a la formaci6n 

de dos c:~lulas hi.ias, que per~anecen en una fase d~ 

reposo denominada. 50 en 1 a C:'-t~.I son ~-el 5'.t1 1.1amente 
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inactivas con respecto ~ la sínte:1s macrcmolec~lar 

y por 1 o tilnto insensibles a muchos agentes 

quim1oterapéuticos. Cada una de las c.i?'luli'.S hi..ia5 

entra en una fase 61, repitiendo ~1 ciclo celular. 

El tiempo en que se compl~ta el ciclo celular p.:ara 

te.jidos humanos tiene t..m rango de 16 a 260 horas, 

con diferenci:?s marc3d:?.s entr~ •_1.n t'?,1;.do norm:;i..l v 

uno tumoral . 

Il .2.2 Cl asific:ac:iÓn de antineopl ásicos: (3,41)) 

E::isten fármacos e2pec{ticos del ciclo C!?l•-tl a.r que 

actúan selectivamente sobre células en 

proliferación.: son particularmente t.Ítiles pera el 

tr:aa.t~.miento ·de 1 euc:emi :?. V otro: tumores de 

crecimiento rápido. Los f~rmacos no esp:=c{ticos dal 

ciclo celular ac:t~an sobre las 

cual sea su ritmo de proliferación y se emplean para 

tratamientos de tumore3 sdlidos. 

Los agente~ antineoplás1cos se ?.qrupan ~n seis 

categorías: 

1) Agentes al qui 1 antes' Se cree que :al qui 1 an el [1NA; 

no son específicos del ciclo c2lular. En este grupo 

se encuentran: 1 a mostaza nitrogenada, el orambuci 1 , 
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cicl ofosfami'da, trietilenmelamina 1 ~usul f an, 

trietilentiofosforamida, v mel+~lan. 

2> Antimetabal itas: Es el primer grupo oue se 

designó específicamente como antitumoral. 

Act~an va sea reemplazando los componentes cetu~ares 

o bien como inhib1dores de enzimas. Pueden 

m~nera: agruparse de 

antagonistas del 

1 a 

ácido 

siquiente 

fÓl ico ~ metotrel~ :te V 

metotrexate sódico); antagonistas de la purina 

(a:?otiopir1na, mercaptopur1na v tiogt.!anina); 

antagonistas de la pirimidina <citarabina, 

floxuridini'. y fluoro•.Jrac:ilo) y la hidro:-eiurea qui: no 

puede asignarse a ninguno de los grupos anteriores. 

3) Agentes hormonal e::: Ester~1des -;::i_1p!"':irr!:m::i~ es 

hormonas se:<ual es. El ft.tndamento para empl ~ar e9tos 

agentes es que el carcinom:. pr".lst:?tic~ v el 

mamario, manifiestan un cierto ~r3do de dependPnc1a 

hormonal • 

4) Rad1oisótopos: FÓsforr.,-<32>, Yodo-<131>, Oro

<198>. El fÓsforo-<'.'32> intervien~ en ~os recambios 

c:omo si fuera fósforo normal , ~e incorpor!l ~ los 

ácidos nucléicos y se deposita 2n los hues~s; emite 

rayo~ bet:a qt.!e e.jercen efecto destructor t:obre las 

l(l 



células en multiplic:aciÓn rlpid.a en las cuales se 

concentra. El Yodo-<131:~ tiene aplica~idn limitada 

en el carcinoma tiroideo metast;s;ico. El empleo del 

oro-<198> se encuentra en fe.se e::perimental en el 

tratamiento del 1 infoma "! procesos neopl á'!!ic:os que 

afectan cavidades sero~as. 

'5) Antibióticos: Se .aisl a'.n de microorqanismos Qlte 

existen en la naturaleza. Inhiben el crecimiento 

bacteriano y pueden destruir el funcionamiento t3.nto 

de la c~lula huesped como de la c~lula bacteriana. 

En este grupo se encuentran li dactinamicina, 

adri~micina, sulfato de bleomicina, mitramicina, 

daunorrubic:ina, 

procarbac:ina. 

doacrrubic:ina y 

6) Agente!:! diverEos: Bloquean 1 ~- divis:1Ón ce! i..11 ar, 

deteniendo la mitosis en la' meta.fase como la 

vinblastina, vincristina, procarbacina, hidroxiurea, 

L-asparaf!inasa, mi totano, ni trosoure~.s " ce.rbo::am1da 

de imidazol • 

11.2.3 Farmacoterapia de las leucemias: (4,5) 

Clasificación de las leucemias: 

11 



Se denomina leucemia aquda a la proliferación 

maligna de una 

hematopovético. 

o más células del te.i ida 

Las leucemias aqudas se han dividido de aclterdo 3l 

grupo cooperativo Fran~o-Americano-BritÍnico ~FAB' 

en 2 grupo~: Linfoblástic3s <LAL> con :ubqrupo: Ll, 

L2, L3 y no 1 infobl ást1cas (L~M\ con sub~rupo~ M1 3 

M7 (4). Esta clasificación permitió el 

est3blec:imiento de patrones el Ín1co - t1?rapéutico -

pronósticos, perfectamente aplicable!! 

momento actual. Los 1 infamas ne 

hasta el 

Hodgkin y 

neoplasias del tejido 1 infoide se clasifican de 

acuerdo a 1 a nueva formulación internacional ~Nl.JF) 

en neopt astas de ba.Jo, intermedio y :i:l to grado de 

malignidad. (5) 

11.2.4 Tratamiento de leucemias: 

Antes de la décad3. de los 41) l=' qL~imioterap1a l?ra 

prác t ic:~mente nu 1 a, por 1 o que 1 .:ri. mort 3 l id ad !:orno 

consec:uenci=' de la enfermeda.d er: casi dsl 100% .. !::n 

1948 Farber v Diamond (6) introdL1.lerar el •~tso de 

antagonistas del ~cido f61ico (aminopt~r1n~) con 

buenos resultados en LAL: en 1951 el empleo de 

anál egos de 1 as purin:i.s ~ 6-m~rcactopt.tr 1ne 

12 



6-tioguanina> <7,8> co~.dyuvó a ta me.loría de las 

respuestas. 

L:a LAM sin 9mbarqo, era incurable hasta h:t.ce 2.5 

décadas con muerte inevitable en menos de doce meses 

<9,10) , En 1964 Skipper y cols, pro~onen el uso de 

1 a pol iquimioterapia antineopl ásica, fundamentíndol a. 

en el hecho de qlle cada f.:lrmaco tiene isitioF. y 

mecanismos de acción diferentes, dependiendo de 1 as 

fa.se: del ciclo en que =e encL1en+.:.re ! a pobl :?C:tÓn 

celular neopldsica. En 1914 col s. 

propusieron 1 a ind•Jcc1Ón de t.tna apl asia de la médL1l a 

Ósea (1101 cara. abatir la pobl :i.i::ión 1 eLtc.émic:i. med•~!l ;i.r 

y 1 ograr una regeneración a partir cte c:él ttl as 

normales. ( 11, 12) Estos dos fundami:?ntns 

modificaron el panorama global 

antileuc~mica, sirviendo de ~p~vo 

de 1 a terapia 

ésto e e 1 em~ 1 eo 

de nuevos agentes antineoplásicos con mayor 

efectividad <>n LAM, t:il es 1='omo Ar3-C v los 

antibióticos antracícl ices daunomic1n~ y 

doxorrubicina. <13,14) 

La información obtenida en dive!"'sos estudios, 

muestra que el Ara-e es, h=sta e1 mcm~nt~, el 

fármaco básic:o en terapia para LAM. (2(1 ,4t)) 

II.2.5 Farmacodinamia del Ar3 - C: 

13 



En células humanas el Ara - C actúa como un análoqo 

del nuc:ledsido fi~iol~~1co de~~icitid1na v t1en~ 

múltiple!E efecto: :obre la síntesis de Dt·IA. 1::1 

Ara e penetra fÍ'=ilmente al 

intracelular por medio de un acarre3m1ento 

compartido por 1~ deoxic1tid1n3. (1,40) 

Et Ara - C tiene dos vías metabólicas principales: 

una QU'=' la convierte en un '=Omp•.Jeeto inactivo 

llamado ara.binÓsido de uracilo <Ar~ U>, 'IÍ?. 

citidina-desaminasa y la seqund~ vía, en Ja cual el 

Ara-e su.fre 1.tna fosfori 1 ación por la deo:<icitidina 

c:inasa hasta Ar-a CfP (citjdin:a. 5' trifosf;!l.to~ 

(1 1 151, metabol ito que inhibe la DNA pol imera~a 

compitiendo c:on el sustrato nai.tLlr~l citid1n.:t 5' 

trifo~fato !CTP). Adem¡9 el Ara - C tiene utilidad 

desde el punto de vista de 13 cin~tic.:t tumoral. En 

tumores experimental es murinos, que en f:ise avanzad:t 

de desa.rrol 1 o tienen h~.st3 un '5•)/. deo 1 e.z ~él Lilas P.n 

fase na proliferante o GO, puede 1 ogr3rse •~tna muerte 

important2 de células ante una s<?gund:i. dosis d2 

Ara-e, aplicada tiempo después de 1 a primer.a 

admin is trae ión. Las LAM can porct?ntaJes m:ás :i.1 tos 

de remisión completa <RC) son ~quellas QLle poseen 

una mayor fracci6n deo c:~lules en fa5e S, inducid~s 

14 



por una primera administración d2 Arci. - C. (1, 16, 

17, 18, 191 

La efectividad del Ara - C se f 1-1ndamenta en su 

especificidad en la fase S del c:ic:lo i:elular aún 

cuando se desc:onoce el mecanismo de acción exacto; 

sin embargo no 59 han establec:idC'1 dos!:: teraoéutic:as 

que simultáneamente permitan mayor recuperación 

temprana de la MO v abatan c:asi la tota!1dad de las 

células 1 eucémicas. < 1, 15) 

La dosif icac:ión del Ara-·C es: 2 a 3 mct/kQ ( 11)0mQ/m2) 

vía intravenosa o sl.lbc:utánea, dos vec:es al día por 

siete d{as; "" a 3 m~/kg/dÍa por siete días en 

infusión cont!nua por 24 horas; 1(1 a '](1mq/m~ 
, 

''13 

intratecal hasta tres veces a 1~ semana. Dosis de 

mantenimiento: 2 a 3 mg/kg vía intravenos3 o 

subcutánea dos veces al día por cinco dÍe.s. ~4(•) 

II.2.6 Farmacocinética del Ara - C• 

La farmac:ocin~tica del Ar~ - C est~ determinad~ por 

la c:itidina-desam1nasa, en:ima partic:ular"'mente 

activa en el hÍgado y la mucosa {1=15trointestin='f, 

siendo menos activa en las células sa.nqt1Íneas y 

otros tejidos. C21,22l 
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La desapartc1dn del Ara - C es bie~~onenc1:al con un? 

vida media en Ja primera fase de 7 a 20 minutos •1 en 

la segunda fase de 11•) a 16(1 m•r-,1,..~toi::: se distr1b 1Y''? 

amp 1 i amente, ten i ende 1101 úmene: de di str ibw:: 1Ón 

apro:{imados ~l volumen tota.1 de :l'~'-'9 -::cirpor:-1. 

Atraviesa la barrera ~ematoencef~l ica v ~lcan=a 

c:oncentrac1ones !?n el 1 Íq1,..~ido cefalorraqt!!deo qi_te 

representan el 40;( de las concentraciones 

plasmáticas. Se elimina por la orina en un Q2:! en 

forma de su Único metabol i to Ara- U 

restante como Ar"a - C ~ (2(1,21 ,22> 

y el 8'.< 

Como fármaco antineoplásico el Ara - C se administra 

en intus iÓn c:ont ínua, como bol o intr:P.'enoso, v{a 

subcutánea o instalación directa en e !\'ti d :.des 

anatómic:e.s, inclu•.tendo l =" ap1 icao::ión intr?.tec::i.l: por 

vía oral tiene una biodisponib1l 1dad menor al 2(1~! 

por 1 a acción de 1 a c:itidina-desam1nas~. ~23, 20). 

Las conc:entraciones plasmáticas qt.te se ~l r.:anzan =:on 

del orden de O .01 mc:g / ml a 1). 1 .mt:Q / ml • 

11.2.7 ToHicidad: 

Los fac:tor"es determinantes en 1 ~- to:<ic:idad del Ara-e 

son 1 as ccni::~ntrac: iones d~ 1 T á'rm3co v s-1 t ! empo de 

exposición, presentándo5e com1~!!1me.nte, 
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mielosupresión con evidencia franca de alteración en 

la granulopoyesis ~, presenc13 de m~qaloblast6sis de 

serte: mieloide v er1tro1de; 3Si como daño del 

epitelio gastrointestinal. lambtén se presenta 

náusec. y vÓmi to, que pueden ser controlado:: con 

antieméticos. <24) 

Se ha observado disfuncién hepática reversible, que 

en menos del 254 de los pe.cientes ,lL!stif1c=. la 

suspensión de la terapia. Con dosis alta= del 

fármaco <más de 369/m" s.c.) se hS'. reportado 

disfunc iÓn cerebral y cerP.bel ar. Después de 1 ~. 

apl icaciÓn intratecal se ha reportado mentn~ismo, 

nausea, vómito, cefalea y fiebre 11, 15, 25). 

Aunq'Je en el ser humano no se h=. establecido 

teratogenicidad ~ en ~nimal eo;: de e:<periment;;\r.:ic5n 

produce rompimiento en 1 OE cramosom:?.5 

malform"'cicnes fetales. <1, 15) 

II.2.8 Interacciones con otros fármacos: 

No exi::ten interacciones importantes reportadas. 

II. 3. M~todcs de valoraci6n en fluidos biolciqico~: 

Para la cuantificación de ArabinÓ$ido de Citosina en 

fluidos bioldgicos, se requi~r~n m~todos ~n~líti~o~ 
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muv sensibles, y~ ':jtl:i los rdvel~s snn dE'1 i:irden d~ 

mcg/ml • 

Los fluidos bioldgicos en los que se cunntifica el 

Ara-e son: plasma, fluido cerebro2sp1ne! v evtracto~ 

c:elulares de médl11a e:pinal; siendo el plasma e! 

principal. 

Para escoger un método anal {tico se deben tener en 

cuenta cuatro par~metrcs principales: sensibilidad, 

especificidad, 1 ineal id ad y precisión. (42> 

Existen diversos métodos para 1 a. c 1...tanti·fícaci¿n de 

Ara-e 1 

II.3.1 M~todo enzím~tic:o: (26) 

Este método consiste en la fo:foril~c1Ón de! Ar~ - C 

con ATP - 'l( - >•p en pres•mci" de deoxi<=itidina. 

c:ina!!a v Mg++ c:on el sub-sec:uente ~isl ::\miento de 

'5'-monofcsfato-Ara - e: (Arf!. - CMP - i:::.i< - ~P> por 

c:romatograf ía en capa delgada en 

metilcelulosi>. 

dietílamino-

Se requiere una muestra de 2 ml • de sangre de la 

vena C'3fá1 ic:a u orina, procesándose en 3 horas v 
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con concentraciones mínimas detectable:: de (•.608 

mc:g/ml. 

El método ha emplead~ par-a ei:;tudiar el 

meta.bol ismo del Ara - C en pacientes cnn 1 eu.cemia 

3gL1da, 

II.3.2 Radioinmunoensavo: !27> 

El método reportado emplea antic:uerpos induc:idos en 

conejos, C JHJAra. - C " un~ técnica d'? filtración 

Millipore, siendo especÍ~ico ~rente a los 

antibiótico!; más comunes y 1 os antineopl ásicos q1..1e 

se emplean con.juntamente con el Ara - c. La mínima 

concentracibn detec:t~ble en pl~sma es 0.02 me~ 'ml. 

II.3.3 Ensayos mic:robiolÓgic:os: !28) 

Se emplea Lmc;i. i::ep9. de -Streptoi::occus faeca.1 is-

sensible al Ara - C, pero requiere de un largo 

periodo de incubación. La concentra~iÓn mínima que 

se detecta es de mcg /ml v pregenta 

interferencias con otros agent~s ~uimiote~apéuticos. 

II.3.4 Cromatcgraifa de ~ase~: C2~~ 
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El método r~quiere de un !E!5pectrofot6metrt:1 de masas 

acopl .:.do a un c .... om~tÓqr3fo de Q~set; " 1 .• !n sii:tsma de 

computac i Ón prcgramado para fr.aqmeni:.oqr~f r ~ de 

masas. El análisis SI? hace posibl5! mediante una 

reacción de permeti 1 ación con n-but?.nol. La 

concentración mínima detectable ~s 0.1 mi::g/m~ ~ 

El porcenta.je de recuperación d~ Ara - C e: d~ 65~' a 

55'.(. 

II.3.5 Cromatografía líquida de alta resolución <HPLC o 

CLAR>: <30, 31, 32, 33, .34> 

Las técnica~ empleadas para el estudio de Ara-e por 

CLAR, emplean cromato~1r·•af{a de ínter-cambio iÓnic:o, 

aplicando 1 a mayoría un método de purificación '=> 

e:~ trace: i d'n de 1 -a mugst ra pre'.' i a a SL! i ny'!!!lcc i Ón al 

sistema, tales como ultrafilf:.r3r.ión, o:tidación de 

nucleÓtidos, precipitación de proteínas y e:-:trac:ci6n 

con disolventes org~nicos. Las concentraciones 

detectables que se han reportado son del orden de 

.(11)2 mcg I ml • 
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O E S A R R O L L O E X P E R l M E N T A L 

Ill • 1 Desarrollo del método, 

El estudio se llevo a c~bo utilt=ando CLAR, 

basándose en 1 o reportado en 1 a 1 itere.tura. 

Para la determinación de la lonqiti..td de ond~ de 

, . 
ma:.: ima absorción se b~.rrido 

espectrofotométric:o de una sol uc:ión de 11:1 mc:t"J/ml 

de Ara-e en solución amorti~uadora de fosfatos 

0.05M, desde 31)(•nm hasta 195nm. (fiqL1ra I, apéndice 

II) 

Inicialmente se intent~ cuantificar el Ara-e 

mues:tras pl ai.smát 1c:as, sin PLtrif icar 1 a mueetra 

antes de in'lect:irl a al :: istem2 .• dando bnen 

resultado cuando se utili~an conc:entrac:ianes altas, 

pero no así en c:onc:entr3.c: ion e= del crden de (1. 1 

mcg/Ml 

Para lograr la cuantific:ac:iÓn 1 en las condiciones 

antes mencionadas obteniendo una buena resol ! .. u:iÓn 

de 1 as señal e9, se ensa'taran cambic·s 'I 

c:ombinactones en 1 os sig1_1ient~s pa.rc{metros: 
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a) Columnas (tase invers~): 

Se ut1l 1:::::a.r"on columnci.s de diferentes 1~nq1•.•~•des: 1(• 

v ~5 cm v dos cartuchos d~ ·1tdr10 en s~~~e de 1(• cm 

c:ad.:\ uno. 

b) Fase mÓvi 1: 

Se probaron .fai::e: móv11 es de di.fereinte pH. pal aridad 

y fuerza iÓnica. 

e) Velocidad de flu.io: 

Desde 1.5 ml/min hasta 0.3 ml/min. 

d) Volumen de invec:ciÓn: 

Desd" '500 hasta JI:• mcl. 

Despuáa de probar todas 1 :i.s pos i b i 1 id ad es de acuerdo 

a. 1 os rec:i_1rsos e!{ is tente;, se i;:omprnbd' 1 :i ngi;:es1d:id 

de purificar la muestr~ pera detect~r ,, ~uart1fícar 

1 as c:onc:entrac:iones el Ín1cament:e empls~d2s. 

Los métodoE de puri.ficaci6n ensa·t?.dí.'s sen ~c-s 

siguientes: 

a) Cartuchos desechabl e':i: 

Si 1 ic•. Sep-Pack, C-18 v f 1 uoros i 1 , ut i 1 1:? ando 

eluventes de di.ferentes po1aridades4 



b) Cosolvencia: 

Para precipitar la mayor parte de los componentes 

plei.smát1cos Q'J~ interf1erl!:m en!~. Cl1:i.nt1f1i;::ic1Ón, se 

ut1l1zaron diferentes di sol ventes orqánicos 2 

Acetonitrilo, m2tanol, cloroformo, ac1do perclÓrico, 

ácido tricloroac:ét!c:o en agua ven éter. 

e:) Oxidación de nuc:leÓtidos can per·~adato de sodio. 

d) Centrif•.tqaciÓn a 18(11:10 rpn1 durante 1(1 min ¡:i¡ 4 

oC, '=On v sin pre,11:. pr~c:1pitac1Ón dt:1 componentes 

interferentes. 

Una ve:::! obtenido el método Óptimn de acuerdo a l':J!:: 

objetivos, se procedió a 1 a. \'3.l idación del mismo. 

111 • 2. l/al idi!:c:1Ón del método: 

La validacidn se llevci a cabo durante ~uatro día~ 

Se real izaron oc:ho cur·1as de i:::::l ibraC'1Ón de Ara-e 

en plasma en conc:entrac:iones desde 1).3125 mccr / mi 

hasta 2.5 mcg / ml en diferentes día: cuatro 

C!..trvas por d{a); y ocho cur\.~ai.~ de c3l 1bración de 

Ara-C en solución amorti9u:1.dora (1.(1SM, desde •).19? 

mcg/ml hasta 11) mci;i/m1 en diferentsi!:: días 

(cuatro curvas por dÍa). 
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Los cuatro parámetrcis que !:e val idar_':ln eon 1 os 

siguientes: 

E5pecíficidad 

Linealidad 

Concentr:i.ciÓn mínima detect=tble 

Prec i s1Ón 

Espei: if icidad: 

Se determinó la especificidad del métndo, respecto a 

los f árma.cos más comunm~nte emplea.dos en sil 

tratamiento de 1 el\cemi as: CicJofosfamida, 

metotre::ato, i.-:.1do 1 '=ll Í n l '=0, a.dr i ?.mi i::::: tna, 

qentamic ina. ~démas de:! 1 es compt1estoi::: endÓqerr:is d~l 

plasma a l :is condic1ones de tri'b?~10_ I'1'"?r.:t:i.ndo 

sol ucicnes de concentración conocida de cada lino, 

Ara-e. Los metabolitos no se probaron; s1n ~mbargo 

existen reportes en la 1 iteratur~ que indican oue no 

interfieren ba.jo 1 as condiciones c:riJm~tográf i!:as 

ensayadas. 
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III.3.1. Equipo: 

- CromatÓgrafo HF'LC Mi 11 ipore ~lat:.~rs 

Bomba modelo ~9. 

1 n\1ec:tor mode 1 o U6}(. 

Columna de acero ino" idab 1 e m1crobond~pack de ~ 51'.:' 

mm 3.9 mm Novi:tpack C-18, partÍcul .!!S de tres 

mu::ra=. 

- Prec:ol Ltmna con empaque microbondapac:k. 

Detector: Espectrof otómetro U\.'--t.'IS I BLE de 

longitud de onda variable, modelo 4QO. 

- Regis+-.rador mode·1a 730. 

Agitador modelo Ma:d-M-X-11. 

Centr!fu~a de 5(•00 rpm. 

- Balan=a =i:nal {tic:a con pr~c1sión (t.(t(l(l(•l g. 

- Juego de el ar1f íc:ac:iÓn de muestra.:, Mi 1l1por1?. 

Equipo de filtrac16n de disolventes~ Mil 11 ipore. 

Ill.3.2. Material 

- Matraces vol •-tmétric:os de 250. 200 y 25 ml • 

- Espátula. 

- Matraz de bola con fondo plano de 500 ml. 

- Prob!?tas d!? 100 ml . 

- Pipetas vol •-tmétric:as de 2 y 1 ml 

- Tubos de ensave de 13 X 1(11) mm. 
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III .3.1. Equipo: 

- CromatÓgra.fo HF'LC M1 l l 1pore lalai:c.:?rs 

Bomba modelo 59. 

In'1ector modelo U61(. 

Columna de acero ino:·idabl~ microbond~pac~ de '50 

mm X 3.9 mm Nov~pack C-18. partfcul ?.S de tres 

m1t:r3s, 

- Precol 1..tmna con empaque microbondapack. 

- Detector: Espectrofotómetro U'.'-·VISIEtLE de 

longitud de onda variable, modelo 490. 

- Re9is4:rador modelo 73(1. 

- A~itador modelo Maxi-M-X-11. 

- Cgntr!fu~a de 501)0 rpm. 

- Bala.n::a anal {tica con precisión 1).1)(1(.1(11 g. 

- Juego de clarificaci6n de muestra~, Mil 1 ipore. 

- Equipo de filtrac16n de d1solvente5. Mil ~1 ipor~. 

III .3.2. Material: 

- Matraces vol •-tmétricos de 2'5(1 • 200 y 25 ml • 

- Espátula. 

Matra:: de bol a con fondo plano de 5C•(1 ml • 

- Probi.?tas de 11) 1) ml • 

Pipetas volumétricas de 2 y 1 ml 

- Tubos de ensave de 13 '!. 1(11) mm. 
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11! .3 .:3 

- Grad i 11 a, 

- Perilla para pipetear. 

- Perles de ~bu11 ic1~n. 

Sustanc:iass 

- Agua desion12ada v dgaer~:?.d;id 

Plasma conqelado <m~:·1mc con tr~s d{as d~ 

almacenamiento a -80 oC>. 

- Eter etfl1co <P.A.) <J.T. BA~ERl, 

- Fosfato de sodio IR,A.I IJ.r. BAKERI. 

- Fosfato de potasio <R.A.) (J.T. lo'Al(ER~. 

- Acido tricloroac~t1co <R.A.>. 

- Arabindsido de c1to~1na (Pf izer). 

III.:3.4 Soluciones: 

-Fase mÓvi l 

Solución amort19uadora de fnsf.:\tO de '!Odio '' 

fosf 3.to de oot:?s10 (1. 1)~M 

ml de fosfsi.ti:> de 9od10 O.C15M (:!.25q d~ fosf:to 

d~ sodio ~n 25(1 ml d-: a~u~ _) + 1 'J?ml de f 1.:3~f ::i.to 

de potasio ( 1 .051"1 C1.37q de fosfato de p~tasio 

en 20') ml de agua> .. 

-Agente precipitante par3 el iminacién d~ proteinae 

de 1 a muestr;i.: 

28 



Ac:1do tricloroacético en éter 4.9 N (80i0: 409 

de TCA en 5f) ml de éter (aforar poco; minutos 

antes de emplear l~ solu~iÓn) _ 
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RESULTADOS 

IV • 1 • Método para la cuantificación del Ar,.-C 

IV.1.1. Condiciones cromato~ráficas: 

La11 condiciones crcmatograÍficas, ba.jc 1 as cual as 

fue validado el método son la5 s19uii:ntes: 

- Fase móvil 1 Solución amortiguadora de fosfatos 

0.05M pH= 7.0. 

- Velocidad de f1L1.io de la fase móvil 1 (•.3 ml 'min. 

- Atenuact6n del dete~tor: 0.03 a.u.f .g. 

- Longitud de onda: 27 nm. 

- Presión: 307 psi. 

- Tiempo de retención: 13 min. 
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IV.1.2. Método de purificación de la mue<!tra: 

El m~todo d~ purif1cac16n cor1 ~1 cu~l s~ obtuvo 1~ 

mayor sensibilidad y la me.Jcr rratsolucién, c;ee 

esquematiza de la siguiente msnera: 

2 ml muestra + 1 
ml TCA / éter 4.9 M 

A~ i tac i án 3(• se~undos 

Centrifugación 21) m1nut6: 
4QOO rpm. 

Filtración de fase acuosa 

1 

-----------------· 

Inyección de 1 a fase aCL\osa 
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IV • 2 . Validación del método: 

La val idaciÓn del métC\dC se 11 e11é a cabo t.anto p3r3. 

Ara-e en solución de pi asma., ci:imo par;.. Ar:?-C ~ro 

sol uciÓn amortiq1.1adori\ de fosfatos O .(15M. 

Por• medio d2 un análisis de var1an::a. de d::Jtos 

obtenidos de los c:romatoqr~mas de una $erie de 

c:urvag de c:al ibrac:ián <~pi:;!'ndic:4E:· Ili, se det~rminÓ 

1 a val ide2 del método. 

IV.2.1. Especificídgd: 

El ~étodo es epec:ific:Ó para Ara - C respecto ?. los 

si~u1~nt~s fárm~cos: 

Ciclofosfam1da ~ 

Metotre:-: ato 

Ac. Fol Ínico 

Adriamic:ina * 

'33 



Gentamicína 

Compue5tos endógenos del pl a5ma que permanecen ~n 

so11_1cíÓn desp1_•.és de 1 f'. our1f Jc:i-.:1ón o::1e 1.3 m1_1.~:tr: .·~ 

Acido tricloroacétíco 

4 Espec i.f ic id ad probada exoeriment:i.l m2nte ~ 3.d'?mis 

de reportada en la 1 iteratura. 

Las sig1_•ientes figuras mue!:t.r3.n 1 i? ~spe~if1cidad 

del método durante el proceso de la muegtra: 

Fic;iura l: Cromatoc:trama di? una muestr!'. bl aneo de 

soluci6n amortiguadora 0.05M. 

FtQLira 2: Crom~to?rama de un; muestr? d~ 5V mcl de 

Ar~-c en sol•~1c1Ón amort 1 g 1.1adcr a, a un R 

ccncentracién de 10 mc9/ml , donde los picos 

representan al TCA v Ar~-c. 

F1i;:r 1..1ra 'J: Crom:;itac:iram~ de 1Jna m' .. H?stra de 1(1 m~! de 

blanco de plasma. 

Figura 4: Cromat~grama de un~ mu~str~ de 10 m~! de 

t"4ra-C en plasma ~n i:oncentr:i.c1Ón d4: l(l mcc;::1 1m!. 
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IV.2.3. Lineal idad1 

El método demostr~ :er 1 ineal en un rango de 

c:~nc:entr:lc:iones de: 1) .. 31 mcg/m' ~ '5 mi;-f'l/ml par=' 

soluciones pl ~.c.:mát1cas d~ Ar3-C y 0.01mc:g/m1 a 10 

mc:g/ml para soluciones de Arci.-C en soluci.Ón 

amortiguadora O .05M., c:on c:oef ic: ientes de 

Las tablas 

correlación 

y 2 muestr3n los coeficientes de 

obtenidas: durante el proce:o de 

validación del método. <Ver datos en el apéndice 

I I> 

TABLA 1 

Lineal 1dad de la9 Curvas de C~l ibracián de Ara-e ~n 

PlaEma 

Curva 

2 

3 

4 

Dia 1 

•:•.9996 

0.9974 

(1.9Q(l(I 

0.99?t) 

(1.9995 

o.<><014 

Tabla 1.- Coefic:ientes de correlac:Jón 

Concentración-Area de Ara-e en P1 .=i.sma 

35 



TABLA 2 

Linealidad de las curvas de cal ibraciÓn de Ara-e en 

soluci~n ami::>rticn.1::i.dor~ de fosfatos 1).•)~M 

Curva DÍ a 1 Día 2 

1 .(H)(u) 

2 (1,9991 (1.999(1 

(l.9994 

4 1) .9'?8(1 

Concentración-Area de Ara-e er. =olucicin 

amorti~uadora. 

IV.2.4. Concentración mínima detectable~ 

La conc:entrac iÓn ' . m1n1ma detec:t3.bl ta- en soluciones 

plasm~ticas es Q.3125 m~g / ml con un coefici2nte 

de variacicn maxima de 4.9'.L (':ab1as 1-A!I y 2-f.'II 

del apéndice II> 

En sol uc: ion ainort iguadora O .05M 1 a cmd. es 0 .1)395 

mcg / ml con ·~'" coeficiente de variación má:·dma de 

9.2'.L <tablas 3-AII •1 4-AII del :.péndic" !!) 
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IV .2 .5. Prec:is1Ón: 

Los coef 1c1e"1tes de '·!~r""'1;\CtÓn o•-te rioJE rn1u:¡istrar l ~ 

precisión d~J m~tado tanf.:o ·2r pl:smai -::omci en 

soluc1Ón amortig•.tadora, se pre:entan en ta-is t?.b1as 

3 ~, 4 respectivamente. ('.'er dato: en ~! apén~1i::e !!) 

TABLA 3 

Precisión del método para Ar~-C en plasm? 

Cene en trae: i Ón c.v. e"'. 
mcg/ml • Día 1. Día 2 

1) .3125 4.96 '3.28 

0.62SO 4.75 3 1~ 

1 .2soo 5.4':; -1. 7(' 

2 .5(100 S.68 2.78 

Tabla 3.-

de cada •-1.na. de 1 ~s concentri\c ii:>nes de 1 as c 1 •. 1rvi?.s de 

caltbraci~n, durante les des días del proceso par~ 

la ''ªl 1dac1cin del m~tod~. 
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TABLA 4 

Prec1s1Ón del método para Ar3-C en ;olt1c:iÓn 

amort ic;r'...ls.dora 

Concentración c.v. c.v. 

mc:g/ml. Día 1 Día 2 

.039'.5 2.29 9.83 

.•)781 4.38 4.3b 

.312'.5 2.b4 '5.7'3 

2.500 2.9(1 b.84 

10.1)1) 7.37 2.46 

Tabla 4.- Coeficientes d~ variac:iÓn d~ los datos de 

cada una de 1 as concentr~ci-,nes de 1 as ·-:ur.,as de 

ca.! ibra.c:ión, durante los dos dÍag del proceso p¿..ra. 

la val idac:1Ón ~el método. 
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v. t. 

DISCUSlON 

Di5cu:iÓn d~l método: 

E!<i9ten dtver"'so~ métodos para 1 !\ i:u.:\ntitic3c1Ón d!l':I 

~ra-C en fl uidoli bici Ógicos po:"' CLAF-~ reportados en 

1 a 1 i ter-atura. 

En el p~•••nte tl"aba.Jo se intentó poner en pr!i'ctica 

el m2todo r2portado en e1 artículo # 3 1) d~ 1 a 

bilbl iografÍa ba.io 1 ilS siguientes eondleionas 1 

columna fase invers~: fase mÓvilt solr_i-:iÓn 

ilmortiguadora de fosfatos •:• .•)SM: vel oeidad de f 1 u.io 

de lci. fase móvil 1.5 ml.'min '.'con in~1ecc1ci"n d'! la 

muestra. sin pt.trificaciÓn pre·lia. Los result11dos d• 

concentrac1Ón m{n1ma detectable '.' especif!cidP.d, no 

fue,..on !\cept~.bles, inc1•.1-.:o habi'l!ndo e:1 p~r1ment:ado 

cambios en 1 as variables que a continu?.ción se 

mencionan: 

-- Fase mÓvi l s con diferentes pH, pe~ :i.ridad '/ .f•..1.erz~ 

iÓnica. 

Longitud de la columna eromatogr~fle~: 

- Columna 11 lichrosorb 11 de 25 cm de lon~itud, 
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obteniéndose una buena. reeol ui::iÓn de se,,.al !!B pero 

con probl amas de acumulación de 1 as; mt..testras 

h~i::iendo demasiado lar~o ~l 3nÍ1 i:15. 

La alternativa de aument;i.r 13. velocid3d de flu.10 

con esta columna se descartó• "~. que af9c:ta. 1 a 

resolución. 

- Cartuchos de 'lidrio en :erie <dos c~rtuc:hos de 

10 cm cada uno) con empaque fase ! nversa; S!' 

obtiene una buena resolución, peri.:> el tiempo de 

análisis es sumamente lar~o, sin posibilidades de 

r-educir-!!e aumentando 1" velocidad de flu.io, 

debido a la baja presidn que sapartan los 

car-tuchos. 

Después de haber variado en lo posible 1 3.5 

c:ond ic: ion•s c:romato9ráf ic:as, sin obten~r re!=!ul t.:!\dOe 

convenientes, se decidió purificar l :1. mue!::Jtl'"'a pal'"'a 

reducir' la concent!'"'aciÓn y 

aumentar 1 a prect::iÓn y especificidad, ya que los 

compuestos endógenos del plasma interfi2ren 

seriamente con la cuantificación del Ar3-C. 

Los métodos de puriT icaciÓn de 1 a muestra qua se 

ensayaron fueron los si9uientes: 
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a) Purificación Y concentración de la muestra: 

Para obtener 1 i<. e .m .d. deseada. !:On :il m{n imc volumen 

de 
. , 
inyeccion posible, lo c:tta ~ debido a 1 ' 

natural e:?a de J as mtt~'l:'traE (plasma ' ='"'~1d;i, ;a,. al :t.rnar 

la vida media de las columnas comato9rif1cas, asi 

como a obtener una. me .. 1or resol 1..1cidn de las s~ña\eE. 

Se probó 1 ;.. purif 1cac iÓn de 1 a m1.1estr:1. -:en 

cart1..1c:hos desecha.ble= de sí! ic:a 11 S:ip-pacl~" C-18 V 

fluorosil, el1..1yendo con disolventes de diferente 

pol :aridad, !?Vaporando a sequedad v reconst i tttvendo 

con fase móvil para poder efectuar la in•1ecc:ién al 

sistema c:romatográfic:c. Les d1sol ,1entes empleados 

para eluir la muestra son: Solucicn amortiquadora de 

fosfatos 0.05M pH=?.O, acetonitrilo, cloroformo, 

metanol y combinaciones de ellos. 

Con este sistema de purificación de la muestra, no 

se obtuvieron porcenta.jes de reCLIPP.raciÓn adecttad05 ª 

b) Cosol vencia: 

Precipitación de con diferent95 

disolvent9S acetonitrilo, meta~ol , 

clorofcrmo~ acª perclÓr1co, 3Cª tric1orO;:\Cético en 

agua. 
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Se eliminan algunas interferencias, pero no se 

alc:anza la espec:ific:idad adec:uada; y en algun<:Js 

caso~ la dilución d~ 1~ muestra. stn p~sioilidad de 

c:on~entrar, impide la detección de l 3 conr:entrac:iÓn 

mínima dese¡i,_da. 

e:> O:ddac1Ón de nucleÓtidos con peryodato d~ :odio: 

La oxid:aciÓn no es selectivai:, tambi,;n se oxida el 

Ara - C, 

d> Centrifugación a 181)(11) rpm dur~nte 10 minutos·ª 

4 oc, con y sin precipitación Pl"'i:?'.'i;!o de prat~in~.~-

No desaparecen las interferencia~ provocadas por 

compuestos endógenos del plasm~. 

e> Prec1pitaci6n de proteínas c:on ac:. 

tricloroac:étic:o <TCA> en éter al !J•)'l.: 

Este ensayo se basó en la solubilidad del TCA y en 

1 a insol ub i 1 id ad del Ara-e en éter; así como en 1 a 

1nmiscibil idad de ~ste con el agua de tal manera que 

se observa una buena precipitación ~e proteínas 

plasmáticas, 5in dilución de la muestra que aTec:te 

la concentración mín1m:. detectableª Con 

centrifugación durante 2(1 miri a 40t)0 rpm se obtiene 
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1 a fase acuosa (st1perior.•, perfectamente :eparada de 

1 a fase 
, . 

ar~an 1c~ •.sf 1 a acuosai 

conteniendo e1 Ara-e pued~ ser i~vectada ~I ~is.tema. 

La mínima concentrac1Ón de TCA:eter, et9.ct1va para 

p_rec1pitaciÓn de proteinas es 61"..1~(; util i::.ando 

concentraciones menores se presentan interferencias 

en la cu~ntificacicin del Ara-e. Se el ig iÓ un.'? 

concentración del 80'l. TCA/et.er va que con ~l la se 

forma una pastilla de pr~cipitado bien $Ól ida, 

quedando 1 a fase ac'"-'ºs: prácticamente 1 ibre de 

partÍcul~s en suspensión. 

La acide: que el TCA produce t'r· .1 ~ m1.1eetra. no 

interfieri: en la cuantificación, as{ como tampoco en 

1 as seña 1 es que se producen en el cromatoc;:ir?.m:a, \':3 

q1.1e esta$ terminan de .lp~rer:er l-:1$ 8 min 

apri:J:{imadamente '.' El Ara-e ti~ne un tlempo de 

retención de 13 min. 

El uso de estándar interno en el método, no se hace 

indispensable va que se trat~ únicamente de 

precipitación de prot'!:?1n:.s, P.n 1 a. '='-•.31 no se "~ 

afectado el Ara-e. 
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V , 2. OíscusiÓn de los datos obtenidos e~ el proceso ~ara 

1 a val idac:iÓn de Ara-e. 

El método rei:1..lltÓ ser estadÍ:tícamente ,,;1 ido; :in 

embargo, los coeficientes de variación pueden 

parecer para ciertas concentraciones val ores al tos 1 

los et.ta.les son aceptables si se tiene en cuenta el 

orden de concentrac i Ón que Ee m.?ne.J 3, as i como 

tambien las características de las muestras (fluidos 

biolÓqic:os: plasma>. Esto 9e corrob'=>rÓ con el 

análisis de varianza <apéndice I> practicado a los 

datos obtenidos en el proceso de •tal idaciÓn dal 

Ara-e, el cual nos muestra que t~nto las diferenci9s 

entre las ct.trvas obtenidas: en un mi'limo d{a, como las 

dif~renc:ias obtenidas entre loe:: do: días del 

proceso, no son significativas. 

V • 3. Limitaciones del método: 

Al traba.Jar con pacientes, para e5tt.tdios 11 in 

vivo 11
, si no se cuenta con t9trahidrouridina, para 

adicionar a 1 a mt.testra, ésta :e tiene que anal i::ar 

inmediatamente después de tomarla para 

re~u l tados fa 1 sos debidos a 1 a desccmpo-:: i e: i Ón de 1 

Ara-e en Ara-U. 
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Es necesario un lavado periódico del sistema {cada 

dos muestras anal izadas) con 1 •• m diso'l •1 -:nte -fuerte 

r:omo el acetonitrilo, el im1nar pe" 1b' '"' 

acumulaciones que inter.fieran con el ~n31 i:1s. 
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e o N e L u 5 I o N E 5 

El método descrito cumple c~n !OE o~ri.met~os de 

esp•cificidad, linea.liljad, y pre~isiÓn a.cep~ables. lo cual 

lo hace estad!sticamente vÍl ido. 

En base a 1 a concentración m{nima detec:tabl • obtenida, el 

método podra ser utilizado en monitoreo de paciente• cuyos 

tr¡otamientos indiquen dosis ele'1ad<;1s de Ara-e 12.;>~1 mcg/kg), 

Para estudios de farmacocinética, se tendran que h~cer 

a.fustes para poder detectar i:oncentracione! menores. 

Debido a 1a rápida acción de la citidina-desaminasa sobre el 

Ara - C es reccm~ndable, al tomar la mui~stra del paciente, 

el empleo de tetrahidrouridina ~inhibidor de- ezta enzim2.·,, 

lo cual elimina Ja necesidad de un an~li5is inmediato . 

El método de purificación de las 

tricloroacéticc CTCA) en éter al 80:( 

48 

muestras, con ácido 

, sobre un2 iny~cciÓn 



directa de 1 as mismas al sistema, presenta 1 as siguienteE 

ventajas: 

El imínaciÓn 

interfer~ntes. 

de señale6 prod\.lcidBs por compueEtos 

- Mayor resol uc iÓn de 1 as eeñal es que aún aparecen en el 

crom~to9rama. 

- Aumenta la vida mediad• la columna cromatográfica. 
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TOTAL 

APENDICE I 

AnáJ isi: de varian?"a para lo= datos cbtr:?nidos en 1 a 

validación de ArabinÓsido de c1tosina en pla~ma v J?n 

solución amarti~uadora: 

T A B L A 

Variable "Y." COMCENTRACIDN 

DF 55 MS F-Ratio 

31 22 .154 

TPATAM!ENTOS 7 -o .(1C)(I -0.(l(l(l -o.ooo 

ERROR 24 22.454 .9:J6 

51 

F-Prob 

1 .1)(.11)C:1t) 



Variabl~ "Y" AREA 

DF SS MS F-Ratic F-Prob 

TOTAL 31 229'3.'3'36 

TRATAMIENTOS 7 82.760 11 .823 .128 (• 4991:/30 

ERROR 24 2212.?96 92.2(11) 

La tabla I mue~tra un an~lisis de var1an~a, donde se observ~ que no 

existe diferencia si~ni-ficativa. entre l ::i.e i;:urva.s obtenidci:s en •.in mi:mo 

d!a; as{ como tampoco entre las curvas obtenidas durante los doE 

di~er2ntes días. 
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Cene. 

TABLA 1-All 

Val idaciÓn de Ara-e en plasma <d{a 1) 

Datos obtenidos de Jos cromatogr¿1;mas de una serie de cuatro 

curvas de cal ibr~.':1Ón para Ar:ii-C en pi asma! en 

concentraciones desde 0.3125 mcq/ml hasta 2.5 mcq/ml (primer 

d{a). 

Are a A rea A rea Are a Prom. @n-1 c.v. 

mcg/ml 2 3 4 Are:J ~' 

0.3125 

l'.•.625 

1.25 

2.5 

2.86 2.6 2.8 2.6 

6.75 6.6 7.35 6,82 

15.6 14.3 14 .14 13.8 

28.1) 28.82 27.2 2'3.2 

B=! 1 .48 B=l 1 .95 B=!<:• .97 B=l•). 180 

A=-0.161 A=-0.'>2 A=•),015 A=•).1748 

Valumen de inyección : 50 mcl 

B p2ndiente de Jas curvas. 

A a ordenada al origen. 

@n-1 = desviación ~stándar. 

C.lJ. = coeficiente de variación. 

Are3 = área ba .. to 1 a curva. 

54 

2.72 Q.135 4.96 

6.80 0.'326 4.75 

14.46 0.7880 5.4<;; 

27 .3•)5 1 .551 5.68 

B=ll .1":• 

A=-0.221'.•7 



13 "' A F I C A 1-•~ I 1 

VAl.H<ACION DE ARA-C EM PlASMA WIA l' 

~ Curva 
O Curva llJ 

25 

2 

15 

Concentración C,..l MCQ/Ml 

CUR'IAS DE CAl.IBRACIOM PARA llALIDAR EL ~IETQOO PAF<A 

CUANTIFICAR ARA-C EN Pl.ASMA DURANTE El. PJ<I'ISR DIA. 



Cene. 

mcg/ml 

(J. 3125 

(1.625 

1.25 

2.5 

TA[<LA 2-AI! 

Validacién de Ara-e en plasma (dia 2~ 

Datos obtenidos de 1 o: cromatoqram~~ de '-~na serle de cuai.tr!:' 

cur·1as de cal ibrac:ión para Ara-e en plasma, ~m 

c:oncentrac:icnes desde 0.3125 mcc,/ml hasta 2.5 mc:~/ml 

<segundo d{a). 

Are a 

2.38 

4.8 

11. 7 

21.2'5 

B=B.71 

A=-0.179 

Are a 

2 

2.4 

4.8 

1•).0 

21).2'5 

B=B .187 

A=-0.232 

Are a 

3 

2.4 

4.68 

10.35 

21.25 

B•B.69 

A=-0.518 

Are a 

4 

2.24 

5.(14 

11.5 

2(• • .:5 

8=8.23 

A=O. t 1(19 

Prom. 

Are a 

2.35 

4.83 

10.89 

2(1 • 75 

B=B.46 

A=-0.207 

Volumen de inveccctón : 50 mcl. 

B =pendiente de las curvas. 

A ordenada al ori9en. 

@n-1 = desviación estindar. 

C.V. = coeficiente de variación .. 

Area == área ba.jo 1 a curva. 
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ljtn-1 

0.077 

0.15(19 

•) .839'J 

0.577 

c.v. 

:' 

1.20 

3.1'.J 

7.7(.• 

2.78 
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GR A F 1 C 4 2-A!! 

lJALI DAC ION DE ARA-C EM PLASMA 'Ll 1 ,:> 2) 

6 Curva 

O Curva 1 JI 

Á Curva 11 

1 CurYil IU 

CURVAS DE CALIBRACIOM PARA U?"1Lif11-tR l::.:L MF.TODO PARA 

CUANTIFICAR ARA-C EN PLASMA DURANTE EL SEGUNDO DIA. 
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TABLA 3-All 

Validación de Ara-e en solu~iÓn amorti9uadora <día 1) 
Datos obtenidos de los cromfttogramas de una serie de c.uatr'Jcurvas 

de cal ibr~ciÓn para Ara-e en solución amort1g 1_1adora de fosfatos 

l).(15M, en concentraciones desde 1:1.(1395 mcg /ml hasta 1•) mcg./ml 

<primer diaJ. 

Cene. Are a Are a Are a Are a Prom. @n-1 C.'I. 

mc:9/ml 2 3 4 Are a 

0.0395 1.7 1.66 t. 7 1.62 1.67 1) .038 ~.29 

1) .0781 2.40'5 2.535 2.61 2.39 '.L4825 0.1088 4.38 

0.3125 7.875 7.8275 7.4225 7.75 7.719 o .2íJ41 2.64 

2.5 65.65 62.14 66 .17 63.45 64.35 1 .t:l88 2.q 

10 260.7'5 221).542 239.5 228.25 237.26 17 .49 7.37 

B=26.031 8=21.Q96 8=23.91 B=22.75 B=23 .678 

A=0.4462 A=l.8594 A=l.5669 A=l.8514 A=1 .3785 

Volumen de invecciÓn : 51) mc1 

B pendiente de la curva. 

A ordenada al origen. 

@n-1 dec.:viación estánd~.r. 

C.V. =coeficiente de variacidn. 

A rea área ba..io 1 a curva. 
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TAl:lLA 4-AI I 

Val idaciÓn de Ara-e en solLlCiÓn amortiqu2.dor::i (dÍ2. :) 

[tatos obtenido~ de 1 os crom3toc::i:ra.mas de una seri~ de cuatro 

curvas de c:al ibrac:iÓn para Ara-C en sol•.tc:ión amortiguadora. 

1) .•)5M, en c:onc:entrac iones d:isde 0 .03'l5 mcg. 'ml h;a.sta 10 

mcg./ml <segundo dÍal. 

Cene. Are a Are a Are a Are a F'rom. @n-1 c.v. 
Mcg/ml 1 2 3 4 Are a :' 
0.0395 1.59 1.8 1.625 1. 71 1.68 .938 5.58 

0.0781 2.328 2.365 2.338 2.31 2.335 0.2296 9.83 

0.156 4.543 4.4275 4.143 4.2 4.328 0.1886 4.36 

(1.625 17.008 18 .(10 15.995 16.00 16.75 0.9594 5.73 

2.'5 67.735 73.91 63.27 65.2'5 67.54 4.62 6.84 

10.(1 269.925 262.5'5 2S6.8 256-t:l() 261.32 6.437 2.46 

B= 26.95 B= 26.21 B= 2'5.64 B= 2'5.6 B= 26.1 

A= 0.316 A= 1.9773 A= Q .1)886 A= 1 .3<)(1 A= l). 71 

Volumen d~ invec:c icl'n : '5 1) me: 1 

B =pendiente de la curva. 

A = ord2nada ~.I ori~en ~ 

@n-1 degviación e$tÍndai.r. 

c.v. coeficiente de variación. 

Are a área b? .. jo 1 a curva. 
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