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RESUMEN. Durante la produccion de medicamentos citostiticos
se genera un volumen de residuos altamente peligrosos por sus
propiedades mutagénicas y carcinogénicas, entre otras. Por este
motivo, dichos residuos deben ser tratados antes de incorporarlos a
la red de alcantarillados para garantizar la proteccion del medio
ambiente. En el presente trabajo se desarroll6 y validé un método
analitico por HPLC para el control de los residuos generados du-
rante la produccion de 5-fluorouracilo (5-FU) y citarabina. Para
cada método se aportan y discuten los parimetros de validacién:
linealidad, intervalo, exactitud, precision, limite de deteccion y
limite de determinacion. Se trataron residuos artificiales de dife-
rentes concentraciones de ambos citostiticos a pH = 3y7c  on
0zono, como agente inactivante. Se demostro la posibilidad de em-
plear las propiedades oxidantes de este gas para la inactivacion de
los residuos peligrosos provenientes de la elaboracion de dichos
farmacos.

ABSTRACT. During the production of cytostatic drugs, a bulk of
highly dangerous wastes with mutagenic and carcinogenic proper-
ties, are generated. This waste should be treated before pouring
them into the sewerage system in order to guarantee the protection
of the environment. In this work, an analytical HPLC method for
the monitoring of the wastes generated during the production of 5-
fluorouracil (5-FU) and cytarabine was developed and validated.
For each method, the results corresponding to the validation pa-
rameters: linearity, range, accuracy, precision, limit of detection
and limit of quantification are reported. Artificial wastes at several
concentrations of both cytostatics (pH =3 and 7) using ozone, as
inactivating agent, were treated. The possibility of employing the
oxidizing properties of ozone for the inactivation of dangerous
wastes from the production process of those drugs was demon-
strated.

INTRODUCCION

El fluorouracilo y la citarabina son antimetabolitos funda-
mentales en la quimioterapia de las enfermedades neoplasi-
cas, compuestos analogos de la pirimidina que tienen en
comun su capacidad de obstaculizar la biosintesis de nu-
clectidos de pirimidina. Estos compuestos también pueden
imitar a los metabolitos naturales en grado tal que interfieren
actividades celulares vitales como la sintesis y el funcio-
namiento de los acidos nucleicos.’

Estos principios activos se han analizado cuantitati-
vamente por diferentes métodos analiticos: espectrofotomeétri-
cos, colorimétricos, electroquimicos, polarograficos y croma-
togrélficos.z'12 A pesar de las ventajas que brinda la espectro-
fotometria, se presentan problemas analiticos que esta no
puede resolver y para lo cual se hace necesario utilizar otros
métodos.

El empleo de la cromatografia (métodos cromatografi-
cos) de forma combinada o individual constituye el método
por excelencia en la mayoria de los laboratorios, debido a las
ventajas que ellos representan. La complejidad de estas téc-
nicas van desde las mas simples como la cromatografia en
papel y en capa fina hasta las mas complejas como la Croma-
tografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). A traves de ellas,
se puede llevar a cabo la identificacion, 1pun‘ﬁcacic’m y determi-
nacién cuantitativa de las sustancias. ¥ '8

Ha sido reconocido que los agentes citostaticos son al-
tamente toxicos y que los desechos correspondientes deben
ser tratados como residuos infecciosos, altamente peligrosos
y se recomienda especialmente que sean gquemados o tra-
tados guimicamente.
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Los objetivos de este trabajo estuvieron encaminados a
desarrollar y validar un método de analisis cuantitativo, para
la determinacion de trazas de 5-fluorouracilo y de citarabina
en residuales generados durante la produccion de las formas
terminadas respectivas, asi como estudiar la reaccion de
estos principios activos con el ozono con el fin de proponer
un procedimiento rapido y efectivo para su inactivacion,
que a su vez garantice la seguridad del personal y del
medio ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Todos los reactivos empleados fueron de calidad puros
para analisis suministrados por Merck y las sustancias quimi-
cas de referencia de calidad USP (International Chemical Ref-
erences Substance, WHO Centre for Chemical References
Substance, Stokholm, Sweden).

En las determinaciones cuantitativas se empled un
equipo de HPLC, provisto de bomba de doble piston recipro-
cante, desgasificador, inyector automatico, detector UV/Vis de
longitud de onda variable e integrador acoplado a IBM con el
paquete de programas EUROCHROM para el procesamiento
de datos.

Se utilizaron residuos artificiales preparados a partir de
las materias primas de cada principio activo suministrada por
el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos,
Ministerio de Salud Publica de Cuba.

La linealidad, el intervalo y la exactitud se estudiaron de
forma simultanea.

Se realizd el calculo de la precision del método expre-
sada en sus dos formas: repetibilidad y reproducibilidad. La



primera se hizo sobre la base de 10de terminaciones y la
segunda se estudi6 mediante las valoraciones llevadas a
cabo por dos analistas, en dias diferentes.

Para evaluar la especificidad de los métodos croma-
tograficos se sometieron las muestras a condiciones drasticas
de oxidacion con NaOCI concentrado y posteriormente se
aplicé la metodologia de analisis propuesta.

Los limites de deteccién y determinacion cuantitativa se
estimaron a partir de la curva de regresion y se consideraron
concentraciones bajas del analito por extrapolacion a concen-
tracion cero.

La reaccionse efectud en un reactorde vidriode 100 mL,
con burbujeo de la mezcla ozono-oxigeno producida en un
generador de laboratorio por descarga eléctrica silente. El
0zono se produjo a razon de 1 mmol/h y el tiempo de reaccion
fued e2 -4h.

PARTE EXPERIMENTAL

Las condiciones cromatograficas optimas para la deter-
minacion de 5-FU y citarabina en aguas residuales provenien-
tes de la produccion de formas terminadas correspondientes,
asi como los limites de la determinacion cuantitativa y de de-
teccion se presentan en la Tabla I.

TABLA|
Condiciones cromatograficas 6ptimas para la determinacion
de 5-FU y citarabina
Principio activo Solvente Columna Detector UV Flujo
(nm) (mL/min)
5-FU Agua . 269 1,0
LiChrosorb RP-8
Citarabina Agua 2801 ,0

Se prepararon disoluciones de referencia de 5-FU con
diferentes concentraciones: 7,5; 9; 10; 11y 12,5 g/mL .

Las muestrasquimicasde referenciade Citarabinase pre-
pararon a diferentes niveles de concentracion que compren-
den 0,75;1,50; 3,02;7,55;15,10; 30,20; 48,32 y 60,40 ng/mL .

Para el tratamiento con ozono, lo residuos artificiales de
cada principio activo se prepararon a diferentes concentracio-
nes: (15,38 y 1,53 mmol/L de 5-FU y 8,20y 1,65 mmol/L de
citarabina) a diferentes pH (3,0 y 7,0) ajustados con amor-
tiguador fosfato.

RESULTADOS

La ecuacion de la recta de linealidad correspondiente a
5-FU se expresa segun

y=21672x +0,1431

Altura
T T T T 11
L S0 SN L

LU W B N S B B B B B S

con un coeficiente de correlacion lineal de 0,999 9, la tcal <t tab
(1 ,07<2 ,45)yS bre!an'va =0,84%.

La ecuacion de la recta obtenida en el caso de citarabina
se expresa segun

y=13482x+0,08973

con un coeficiente de correlacion lineal de 0,999 94. Al aplicar
la prueba de significacion del intercepto este resulté no signifi-
cativo, ya que el intervalo de confianza incluia el valor cero
[-0,075 97; 0,255 43]. La ecuacion cumplio con la prueba de
linealidad,ya que la Sbrejativa = 0,201%e ra inferior al2%.

Los resultados del estudio de la precision y exactitud de
ambos métodos se resumen en las Tablas Il y Ill respecti-
vamente.

Los cromatogramas de las disoluciones de las sustan-
cias quimicas de referencia y de los residuos de los citostati-
cost ratadosq uimicamentes em uestrane nl aF ig.1 .
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Fig. 1. Cromatogramas de las sustancias quimicas de referencia y de los residuos de fluorouracilo (A) y citarabina (B) tratados qu imicamente.
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TABLAII
Estudio de la precision de los métodos analiticos

Repetibilidad
Citarabina 5-FU
Muestra (%6) Muestra (%)
1 100,22 1 98,07
2 99,67 2 99,88
3 99,83 3 100,45
4 99,91 4 100,33
5 100,22 5 100,45
6 100,58 6 100,45
T 99,83 7 100,11
8 100,38 8 99,88
9 100,15 9 100,67
10 100,85 10 100,56
X=100,164 S=0,369 CV=0,3688% X =100,085 $=0,758 CV=0,715%
Reproducibilidad
(%)
Analista | Analista Il Analista | Analista Il
100,58 100,22 97,90 98,58
99,04 99,83 99,36 99,00
100,15 100,85 98,08 100,30
99,45 100,38 99,45 97,63
100,30 100,90 100,09 99,47
X=1 00,06 S=0 ,69 X =100,31 S=0,50 X=9897 S=0,94 X =9899 S=099
Feale. = 1,90F 5% =5,05 GL=5 /5 tcalc. =1,07 Fealc. =1,05 Fse% =6,39 GL=4 /4 tcalc. =0, 02
tse =2,22 GL=1 Ot 5% =2,31 GL=8
Intervalo de confianza: [ 99,74; 100,62] Intervalo de confianza: [98,24; 99.68]
CV Coeficiente de variacion. S Desviacion estandar. GL Grados de libertad.
TABLAII
Estudio de la exactitud de los métodos analiticos
Cantidad cv Recobrado
Adicionada (x) Recuperada (y)
(ng) (%)
5-FU Citarabina 5-FU Citarabina 5-FU Citarabina 5-FU Citarabina
7.5 1,51 7,46 1,51 0,65 1,99 99,46 100,34
9 3,02 8,98 3,01 0,79 1,48 99,77 99,84
10 7,55 10,01 7,67 0,70 1,25 100,00 101,68
11 15,10 10,95 15,03 1,02 0,05 99,90 99,54
12,5 30,20 12,40 30,09 0,92 0,89 99,20 99,66
5FU Citarabina
y=x+0, 997 4 y=x —3,657-10°
r=0, 99997 n=2 8 r=0, 99994 n=3 2
teale. <t tab. Sbrelativa = 0,20
pendiente: 1,019 < 2,57 teale. = 1,53
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En la figura 2 se muestra el comportamiento de las con-
centraciones de fluorouracilo y citarabina a través del tiempo
de reaccion con el ozono a diferentes pH y concentraciones
iniciales. Como se observa, el tratamiento con ozono puede dis-
minuir la concentracion de ambos citostaticos hasta valores inferi-
ores al limite de deteccion. Por ofra parte, no hay diferencias no-
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tables entre los dos pH seleccionados, y el 5-fluorouracilo pa-
rece ser el mas reactivo frente al ozono que la citarabina.

Los limites de deteccion y determinacion cuantitativa es-
timados se resumen en la tabla IV. Son notables los valores
bajos obtenidos, lo que verifica la validez del método croma-
tografico seleccionado.

B
(ng/mL)
4 S-fluorouracilo 1,53 mmol/L
] Citarabina 1,65 mmol/L
as04
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Fig. 2. Comportamiento cinético de la reaccion del fluorouracilo y la citarabina con ozono a pH=3y 7.

TABLA IV
Limites de deteccion (LD)
y de la determinacién cuantitativa (LC) estimados

Principio activo LC LD
(ng)
Fluorouracilo 53 17
Citarabina 114 50
DISCUSION

Las curvas de calibracion, demostraron un compor-
tamiento lineal en el intervalo de concentraciones estudiado
con coeficientes de correlacion lineal superiores a 0,999 9. Al
aplicar la prueba de significacion del intercepto, este resulto
no significativo al ser la tcal. <t tab. € incluir al valor cero el in-
tervalo de confianza y cumplieron con la prueba de linealidad,
ya que las Sbrelativa fueron inferiores al2%.

En el caso de la repetibilidad, el coeficiente de variacién
alcanzado demuestra una buena precision, ya que para méto-
dosc romatograficoss ep ermitec omol imitem aximo un2%.

Los resultadosde la reproducibilidadindicaronla no exis-
tencia de diferencias significativas entre la precision lograda
por los dos analistas para un 95 % de probabilidad, ya que el
valor calculado en la prueba de Fisher resultdé menor que el
tabulado. No se observaron diferencias significativas entre las
medias de ambos analistas porque al aplicar la prueba t de
Student el valor calculado resulté menor que el tabulado para
un 95 % de probabilidad.

El coeficiente de variacion para cada una de las concen-
traciones analizadas, mosiré una adecuada precision en el in-
tervalo seleccionado.

Los valores de la pendiente y del coeficiente de corre-
lacién alcanzados en el estudio de recobrado demuestran la
exactitud y la linealidad del método descrito.
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Al aplicar la prueba de significacion de la pendiente y el
intercepto, resultaron no significativos, ya que el valor de la
Sb relativa fue inferior al 2 % en ambos casos y el intervalo de
confianza incluyo al valor uno y cero respectivamente.

Los resultados del analisis de la disolucién de referencia
y del residual de los citostaticos tratado quimicamente de-
muestran la especificidad del método al no presentarse inter-
ferencias de sefales adicionales en la zona de elucion del
producto principal.

Los limites de deteccién y de determinacién cuantittiva
encontrados muestran la alta sensibilidad del método analitico
desarrollado para el anélisis de trazas de estos farmacos.

La reaccion del 5-FU y la citarabina con el ozono en el
intervalo de concentraciones de trabajo, a diferentes pH, fue
completa y rapida.

CONCLUSIONES

Se desarrollé y valido un método analitico por Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucion para el control de trazas de
5-FU y citarabina.

El tratamiento con ozono resulta un procedimiento efec-
tivo y seguro para la inactivacion de residuos de 5-FU y ci-
tarabina.
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