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RESUMEN. El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino [II]) es un compuesto de coordinacion ampliamente utilizado en el
tratamiento de diferentes tipos de cancer. Tanto este medicamento como sus productos de hidrélisis poseen un gran
efecto farmacolégico pero también un gran impacto toxicolégico y probablemente carcinogénico. En esta revisién se
enfatizan los avances mas importantes en los Gltimos anos con relaciéon al conocimiento anterior, tanto en las técnicas
analiticas utilizadas para la deteccién y cuantificacion del cisplatino y sus productos de hidrélisis, como en las diferentes
matrices estudiadas. Se discuten las nuevas técnicas y las modificaciones que han surgido y desarrollado recientemente,
fundamentalmente el uso combinado de técnicas de separacién y deteccién de especies del platino y su impacto en la
velocidad, sensibilidad y especificidad de la determinacién analitica, con respecto a las que se utilizaban en el siglo
pasado. Dentro de estas técnicas de separacion las més empleadas son la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién y la
Electroforesis Capilar, acopladas a métodos de deteccién como es el caso de la Espectrometria de Masas, Espectrometria
de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente, la Espectrometria de Absorciéon Atémica y mas recientemente, la Es-
pectrometria de Movilidad de Iones con Onda Asimétrica de Alto Campo. Ademas, se destaca el auge creciente del estudio
del cisplatino y sus productos de hidrélisis en nuevas matrices mas complejas.

ABSTRACT. Cisplatin (cis-diaminedichloroplatinum [II]) is a coordination compound, used in the treatment of several
solid tumors. Cisplatin and its hydrolysis products exhibit a great pharmacological effect but are very toxic and probably
carcinogenic. The present review summarizes the most important advances in the last years in the techniques employed
for the detection and quantification of cisplatin and its hydrolysis products and in the different matrixes studied. The
new emerging techniques and their modifications recently developed, fundamentally the combined use of detection and
separation techniques for the analysis of platinum species and their impact on the speed, sensitivity and specificity of the
analytical determination, with regard to the techniques used in the last century are discussed. High-Performance Liquid
Chromatography and Capillary Electrophoresis, coupled with detection methods such as Mass Spectrometry, Inductively
Coupled Plasma-Mass Spectrometry, Atomic Absorption Spectrometry and more recently, High-Field Asymmetric Wave-
form Ion Mobility Spectrometry are the methods more employed. The analysis of cisplatin and its hydrolysis products in
new and more complex matrixes is also presented.

INTRODUCCION

El cisplatino (cis-diaminodicloroplatino [II]) (Fig. 1)
es un compuesto de coordinacién, inorganico, sinteti-
zado por primera vez por Peyrone en 1845 a partir del
K,[PtCl,] y amoniaco.' Sin embargo, no fue hasta 1965
que se descubre su actividad biolégica, cuando se de-
mostré su efecto inhibidor en la divisién celular de cepas
de Escherichia coli.? Estudios posteriores demostraron
el efecto citotoxico del cisplatino y el de otros analogos
de segunda generacién.? Por su gran actividad
quimioterapéutica, el cisplatino es actualmente utili-
zado en el tratamiento clinico de distintos tipos de
cancer, incluidos el de ovario, testiculos, cabeza, cue-
llo, vejiga, cervical, linfoma y melanoma.* El trata-
miento con este medicamento causa un gran nimero
de reacciones adversas severas como es el caso de
nauseas, emetogénesis, nefrotoxicidad, neurotoxicidad
y mielotoxicidad.’ Muchos agentes antineoplasicos

son conocidos por ser citotéxicos, mutagénicos y
teratogénicos.® No obstante, la IARC (International
Agency for Research on Cancer) incluye al cisplatino
en el grupo 2A, en el que se encuentran aquellos
medicamentos que, aunque no han sido totalmente
confirmados, son probablemente carcinogénicos en
humanos.”

El cisplatino es estable en una disolucién de NaCl
0,9 % a 25 °C, durante al menos 24 h . Sin embargo, en
disolucién acuosa, se hidroliza facilmente (Fig. 1), es-
tableciéndose un equilibrio entre aproximadamente el 30 %
del cisplatino inicial y los productos cis-[PtCI(H,O)NH,),1*
(monoacuo cisplatino), cis-[Pt(H2O)z(NH3)2]2+ (diacuo
cisplatino) y los complejos hidroxo cis-[PtCI(OH)(NH,),]
(pKa = 6,56),% cis-[Pt(OH),(NH,),] (pKa = 7,3) y cis-
[Pt(OH)(H,O0)NH,),]* (pKa = 5,6).” Dicho equilibrio de-
pende tanto de la concentracién de iones Cl- como del
pH del medio.'*2
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Fig. 1. Mecanismo de hidrolisis del cisplatino.

Hasta 2000 existian dos lineas fundamentales de in-
vestigacion con respecto al cisplatino y sus productos
de hidrdlisis. La primera iba dirigida a la elucidacion del
mecanismo de accién del cisplatino,'*!¢ el cual atin no
estd completamente explicado. Generalmente, se acep-
ta que este se hidroliza en la célula y son las especies
hidratadas resultantes las que reaccionan con el ADN,
inhibiendo los procesos de replicacién y trascripcién en
aquella. Se cree que esta reaccion es la responsable de
la actividad antitumoral de los complejos del platino.!>16
De todos los productos de hidrélisis del cisplatino, los
mayores efectos téxicos se le atribuyen al complejo cis-
[PtCI(H,0)(NH,),]*.""

De todo lo anterior, se desprende que, para reali-
zar estudios farmacolégicos y profundizar en el me-
canismo de accidén de este citostatico, es necesaria la
adecuada deteccién y cuantificacion del cisplatino y
sus productos de hidrélisis, lo que constituye la se-
gunda linea de investigacion, en matrices tan disimiles
como suero,!® plasma,'®? orina? y disoluciones acuo-
sas modelo.10-1221-25

Las técnicas analiticas empleadas hasta ese momen-
to para estos fines fueron la Difracciéon de Rayos-X,'?
Resonancia Magnética Nuclear CH-NMR),'* Espectrome-
tria de Masas-Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-
MS),’®* Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC),” métodos voltamétricos?! y Espectrometria de
Masas por Transformada de Fourier.?

Se conocen algunos trabajos de revisién que inclu-
yen la deteccion, separacion e identificacién de los com-
plejos del platino, dentro de los cuales se incluye el
cisplatino.?6-2°

El presente trabajo tuvo como objetivo analizar los
avances recientes més importantes, tanto en las técni-
cas analiticas utilizadas para la deteccién y cuanti-
ficacion del cisplatino y sus productos de hidrélisis como
en las diferentes matrices donde tienen lugar estas de-
terminaciones y destacar como la introduccién de nue-
vas técnicas o sus modificaciones han desempenado un
papel fundamental en el incremento de la sensibilidad,
velocidad y especificidad de dichas técnicas.

ASPECTOS ANALITICOS

Desde 2000 hasta la fecha, se ha seguido estudiando
la presencia del cisplatino y sus productos de hidrélisis
en suero, plasma, orina y disoluciones acuosas mode-
10336 Un aspecto que llama mucho la atencién es que
en los Ultimos 10 anos, se ha observado un interés mar-
cado por el estudio de la presencia de pequenas concen-
traciones de cisplatino y sus productos de hidrélisis en
diferentes fuentes de agua, sobre todo, en las aguas
residuales de hospitales.?73°

Esta preocupacion generalizada por parte de los cien-
tificos se debe a que estudios clinicos han demostrado
que aproximadamente el 28 % del cisplatino adminis-
trado a pacientes con cancer (dosis entre 75y 100 mg - m2),
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es eliminado por la orina.* Recientemente, se demostré
que, ademas de este 28 % de cisplatino, se eliminaba un
40 % del complejo cis-[PtCI(H,O)(INH,),]*.*!

Basandose en los resultados de Vermorken y cols.*
en 2000 se decidi6 estudiar el comportamiento de esta
fraccion intacta de cisplatino eliminada por la orina, si-
mulando las condiciones de aguas residuales de hospita-
les, con una concentraciéon de 100 mg - L' de iones Cl en
el medio.*? Los estudios arrojaron que a las 48 h, el
cisplatino era capaz de transformarse en un 42 % del
complejo monoacuocisplatino y un 3 % del diacuocis-
platino.

Esto demuestra que tanto el cisplatino como sus pro-
ductos de hidrdlisis constituyen una posible fuente de
platino en el medio ambiente. A pesar de la fraccién mi-
noritaria que representan estas sustancias con respecto al
platino que se emite, por ejemplo, en los procesos cataliticos
vinculados al funcionamiento de los automoviles (concen-
traciones en el intervalo de 31 a 407 ng - km™),* ellas po-
seen un mayor impacto toxicolégico y carcinogénico que
el platino inorganico utilizado en los catalizadores.

Ademas del estudio de la presencia de estos comple-
jos en aguas residuales de hospitales, a partir de 2000 se
han estudiado diferentes modelos de sistemas biolégi-
cos.** Esto esta dado en gran medida por la poca infor-
macién que existe con respecto al mecanismo de acciéon
del cisplatino.

Antes de 2000, la mayoria de las técnicas analiticas
reportadas para la cuantificaciéon del cisplatino y sus
productos de hidrdlisis sélo eran capaces de determinar
concentraciones de platino total y no podian ser utiliza-
das cuando se trabajaba con mezclas o matrices muy
complejas.

En el presente siglo, los caminos se han dirigido a la
busqueda de nuevas variantes analiticas capaces de erra-
dicar este problema. La solucién resulté en combinar
técnicas analiticas de separaciéon (HPLC o Electroforesis
Capilar) con métodos especificos de deteccién como es
el caso de la Espectrometria de Absorcién Atémica de
Llama (FAAS),*'4 Espectrometria de Masas (MS),323646
Espectrometria de Masas-Plasma Acoplado Inducti-
vamente (ICP-MS)**y mas recientemente, la Espectrome-
tria de Movilidad de Iones con Onda Asimétrica de Alto
Campo (FAIMS).?* Con el acoplamiento de estas técni-
cas, el andlisis de mezclas de compuestos presentes en
matrices complejas ya no constituye una dificultad in-
salvable.

Electroforesis Capilar

Hasta finales del siglo pasado, la Electroforesis Ca-
pilar era una técnica muy poco usada para el estudio del
cisplatino y sus productos de hidrélisis. De hecho, el
primer trabajo publicado en este sentido data de 1996,
cuando se utilizé el dodecilsulfato de sodio (SDS) para
la separacion del cisplatino y sus productos de hidrélisis
cis-[PtCI(H,0)(NH,),]* y cis-[Pt(H,0),(NH,),]** en disolu-
ciones acuosas modelo.”? En este estudio, se determiné
que menos del 20 % del cisplatino inicial, se encontraba
en equilibrio con sus productos de hidrélisis, resultado
que no se corresponde con lo reportado, ya que los valo-
res se encuentran en un 30 %, aproximadamente, %2

Desde 2000 hasta la fecha, se observa un incremento
en el empleo de la Electroforesis Capilar, sobre todo, en
la elucidaciéon del mecanismo de accién del cisplatino.
Por ejemplo, en 2000, se utilizé por primera vez esta téc-
nica para el estudio de la reaccién del cisplatino con los
nucleétidos adenosina 5'-monofosfato (AMP) y gua-
nosina 5-monofosfato (GMP). Con la ayuda de la

Espectrometria de Masas como método de deteccion se
demostré que la reaccién ocurria con el nitrégeno ubica-
do en la posicién 7 de ambos nucleétidos,* 1o que corro-
boré los resultados obtenidos en los estudios realizados
mediante otras técnicas.!*!® Estos resultados abrieron nue-
vas puertas al empleo de la Electroforesis Capilar aco-
plada a la Espectrometria de Masas en el estudio de los
complejos del platino empleados como antitumorales, y
al conocimiento del mecanismo de accién del cisplatino,
con el objetivo de disminuir los efectos toéxicos y las re-
acciones adversas de este medicamento y sus produc-
tos de hidrdlisis. Esto se halogrado en gran medida, con
laintroduccién de citostaticos de nueva generacion a par-
tir de modificaciones estructurales realizadas al
cisplatino.*850-52

En 2004, se empled la Electroforesis Capilar para se-
guir la reaccién del cisplatino con la albimina presente
en suero humano, utilizando sistemas modelo.*® En este
estudio, se obtuvo una constante de reaccién de seudo-
primer orden, de 0,003 min a 37 °C, entre el cisplatinoy
la albiimina.

Hasta 2004, este tipo de estudios se realizaba con el
empleo de sistemas biolégicos modelo. Sin embargo, en
2006, se detect6 y cuantificé por primera vez la presen-
cia del cisplatino y su producto principal de hidrdlisis,
el complejo [PtCI(NH,),(H,0)]*, en muestras biologicas
reales, especificamente en suero.?® Dada la complejidad
de la matriz, se desarroll6 y validé un nuevo método por
Electroforesis Capilar para la determinacién de estos
compuestos con el empleo de un nuevo sistema
electrolitico y un proceso previo de concentracién de
muestra. Esta nueva técnica no sélo permitié el estudio
del cisplatino en muestras biolégicas reales, sino que
arroj6 limites de deteccién de 2,0 y 3,2 umol - L}, 1os mas
bajos obtenidos hasta el momento por esta técnica para
el cisplatino y el monoacuo cisplatino, respectivamente.

El auge alcanzado por la Electroforesis Capilar en los
ultimos anos para el estudio de los medicamentos
antitumorales se debe a las grandes ventajas que pre-
senta con respecto a la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién. La primera presenta un mayor poder de re-
solucién para el caso de mezclas complejas de especies
iénicas y no iénicas, emplea un menor tamano de mues-
tra y una preparaciéon previa de ella mucho mas senci-
lla, ademés de garantizar una mejor separacion de las
especies que se encuentran en equilibrio. Como requie-
re menores tiempos de analisis, la Electroforesis Capi-
lar resulta una técnica muy util para los estudios
farmacocinéticos en los que estén involucrados los com-
plejos del platino, ya que favorece la detecciéon de los
analitos presentes, antes de que se produzcan aprecia-
bles cambios quimicos en el sistema.?

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
es una técnica analitica muy utilizada para el estudio
del cisplatino y sus productos de hidrdlisis, ya que brin-
da la posibilidad de analizar mezclas de compuestos de
forma simultdnea. Sin embargo, un aspecto muy impor-
tante que se debe tener en cuenta es la reaccién quimica
que pudiera tener lugar entre el cisplatino y sus produc-
tos de hidrélisis con los componentes de la fase mévil y
que puedan dar lugar a interpretaciones ambiguas en
los resultados. En la técnica de HPLC es muy comun
encontrar, en la composicién de la fase moévil, la presen-
cia del ion fosfato. Tal es el caso del uso de las disolucio-
nes reguladoras de fosfato®* 0,1 mol - L.'*; 0,01 mol - !
e hidrégenofosfato de tetrabutilamonio* 1,0 mmol - L,

5
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para el estudio del cisplatino y sus productos de hidrolisis
en medio biolégico. Sin embargo, existen reportes que
plantean que los complejos del platino reaccionan con
este ion.?*% A pesar de esto, Verschraagen y col.?44% no
observaron evidencias de reacciéon de estos complejos
con la fase movil.

Lainterpretacion ambigua de los resultados relacio-
nados con la posibilidad de reaccién entre los complejos
del platino y la fase mévil es responsable de muchas
conclusiones contradictorias referidas. Por ejemplo,
Zhao y cols.”” concluyeron que el cis-[Pt(NH3)2(H20)2]2+
estaba presente en proporciones significativas, conjun-
tamente con el cisplatino y el cis-[Pt(NH,),CI(H,0)]*,
cuando el primero se encontraba en disolucién acuosa
de caracter acido. Estos resultados no estan en corres-
pondencia con los reportados anteriormente,!*'? en los
que solamente encontraron pequenas concentraciones
del cis-[P‘c(NHs)z(HZO)z]2+ bajo las mismas condiciones
experimentales. Andersson y cols.,” reportaron que el
tiempo de vida media de cis-[Pt(NH,),CI(H,0)]", in vivo
(en equilibrio con el cis-[Pt(NH,),C1I(OH)] era mayor que
el del cisplatino a pesar de que se esperaba una mayor
reactividad del complejo cis-[Pt(NH,),CI(H,0)]*, con los
centros activos. Esto hace pensar que parte de las sena-
les cromatograficas obtenidas puedan deberse a la for-
macién de complejos del cisplatino y sus productos de
hidrdlisis con algiin componente de la fase moévil. Todo
esto indica que la seleccién de una correcta fase moévil
es un aspecto muy importante a considerar cuando se
estudia el cisplatino y sus productos de hidrélisis por
HPLC.

En el trabajo de Verschraagen y cols.,*® el pH de la
fase movil se ajusté a 3,5 con acido o-fosférico 85 %. Sin
embargo, El-Khateeb y cols.,?” teniendo en cuenta lo re-
portado sobre la posible reaccién del cisplatino con el
ion fosfato, obtuvieron favorables condiciones croma-
tograficas para el estudio de aquel y sus productos de
hidrdlisis, ajustando en este caso el pH de la fase mévil
con acido trifldormetansulfénico (acido triflico).

El metanol es otro disolvente muy usado en HPLC.
Por esta razén, existen estudios reportados encamina-
dos a determinar el posible grado de reaccién de él con
el cisplatino y sus productos de hidrdlisis. El-Khateeb y
cols.? demostraron, con el empleo de la Resonancia Mag-
nética Nuclear (‘*N-NMR), que a elevadas concentracio-
nes [alrededor de un 66 % (v/v)], el metanol puede formar
el complejo cis-[Pt(NH3)2(CH3OH)(H20)]2*, en concentra-
ciones pequenas, a partir del producto de hidrélisis del
cisplatino cis-[Pt(NH3)2(H20)2]2*, pero no reacciona con el
cisplatino ni con el complejo cis-[Pt(NH,),C1(H,0)]*. No
obstante, cuando se trabajé a concentraciones bajas de
metanol [alrededor de un 5 % (v/v)], no se observaron
evidencias de reaccién de este disolvente con el
cisplatino ni con los productos de hidrdlisis menciona-
dos anteriormente.

En la USP 30 se reporta una técnica analitica por
HPLC para la determinacién de cisplatino, tanto en
materia prima como en inyectables, que emplea una fase
moévil que contiene una mezcla de acetato de etilo,
metanol, dimetilformamida y agua (25: 16 : 5: 5) y una
columna L8.%° Como se demuestra, no se utiliza ningtn
disolvente con el cual haya sido reportada la reaccién
del cisplatino.

En 2006 Lanjwani y col. reportaron un método por
HPLC en fase reversa para la determinacién indirecta
de cisplatino, en muestras de suero y orina de pacientes
tratados con este medicamento.?* El método se basa en
una previa derivatizacién del platino (IT) con el reactivo

N,N-bis(salicildeno)- 1,2- propanodiamina (H,SA,pn) dan-
do lugar a un complejo neutro y coloreado. Esta técnica
presenta algunas desventajas. En primer lugar, la
derivatizacion del cisplatino se traduce en un gasto adi-
cional de reactivos y tiempo. Por otro lado, los autores
plantean que la técnica es sensible y reproducible. Sin
embargo, si se tiene en cuenta que la reaccién tiene lu-
gar entre el H,SASpn y el platino II, entonces es muy
probable que los productos de hidrélisis del cisplatino
(presentes también en la sangre y la orina), actien como
interferencias en la técnica y por tanto, la sefial analiti-
ca que se obtiene no corresponda solamente al cisplatino
presente en las muestras. Esta técnica tampoco reduce
el tiempo de andlisis, ya que el de retencion (t;) del pico
cromatografico correspondiente al cisplatino eluye a los
7,43 min . Este tiempo de retencién es de los mas eleva-
dos reportados, cuya magnitud esta en el orden de los
7,3,3 3,2y 2,13 min .

Como se demuestra, la Cromatografia Liquida de Alta
de Resolucién ha sido y es aiin un arma muy potente a
emplear en el estudio de los complejos del platino utili-
zados como antitumorales. Sin embargo, con el paso de
los anos, se observa una fuerte competencia entre esta
técnica y la Electroforesis Capilar. Uno de los aspectos
que hace mas vulnerable a la Cromatografia Liquida es
la gran reactividad de la fase movil con los complejos
del platino. En el caso de la Electroforesis Capilar este
problema se reduce, ya que los disolventes organicos no
se usan con mucha frecuencia en el sistema electrolitico.
Sin embargo, si es muy frecuente encontrar en este sis-
tema disoluciones reguladoras, capaces de reaccionar
con el cisplatino y sus productos de hidrdlisis. A pesar
de esta posibilidad, hasta el momento no se han realiza-
do estudios sobre estas interacciones para esta técnica.
Esto indica que deben realizarse aiin mas investigacio-
nes antes de que la Electroforesis Capilar se convierta
en una técnica de rutina para la determinacién de los
complejos de platino.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a
Espectrometria de Absorcion Atomica

La Espectrometria de Absorciéon Atémica es una de
las técnicas mas utilizadas para la determinaciéon de
trazas metdlicas. Se basa en la medida de la radiacién
absorbida por un vapor atémico. Los d4tomos en fase
vapor absorben aquellas radiaciones cuyas energias
coinciden exactamente con sus transiciones electrénicas.
Dado que las energias de transicién son caracteristicas
para cada elemento, estos métodos son muy especificos.
Inicialmente, la Espectrometria de Absorcién Atémica
era una técnica que se empleaba para determinar el
contenido de platino total en diferentes matrices o
medios. Sin embargo, para el caso del cisplatino, su uso
sevio limitado, ya que no permitia un andlisis simultéa-
neo de este complejo y sus productos de hidrélisis.?
Este problema se resolvié con el acoplamiento de la
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién a dicha
técnica.

En 2002, se reporté un método por HPLC en fase
reversa acoplado a Espectrometria de Absorcién Atémi-
ca de Llama, para el andlisis del cisplatino y sus espe-
cies monohidratadas en plasma.?! Este acoplamiento
permitio, no sélo el andlisis del complejo [PtCI(NH,),(H,0)]*
(estudiado anteriormente por Andersson y col.”® usando
esta misma técnica y el mismo fluido biolégico), sino el
andlisis del cisplatino, ambos de forma simultanea, con
limites de deteccién de 60 y 87,5 nmol - L! (para el
[PtCI(NH,),(H,0)]" y el cisplatino, respectivamente). Es-
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tos limites de deteccién se encuentran dentro del inter-
valo reportado anteriormente para este tipo de técnica,
por lo tanto, la novedad fundamental que aporta este tra-
bajo es que garantiza un andlisis conjunto del cisplatino
y el complejo [PtCI(NH,),(H,0)]* presentes en plasma,
en una Unica corrida, sin tratamiento previo de la mues-
tra. Todo esto se traduce en un ahorro importante de
reactivos y tiempo de analisis.

Como se explicé anteriormente, muchos estudios
actuales se han llevado a cabo con el objetivo de poder
disminuir los efectos téxicos del cisplatino. En este sen-
tido, se utiliz6 la técnica de HPLC acoplada a la
Espectrometria de Absorcién Atémica de Llama para
estudiar la reaccién del cisplatino con un nuevo agente
quimioprotector, el BNP7787 (2,2’-ditiobisetanosulfona-
todisédico) en medio bioldgico,* por la misma técnica y
en las mismas condiciones reportadas anteriormente.?!
Sélo se realizaron algunas modificaciones en la compo-
sicién de la fase movil con el objetivo de disminuir el
tiempo de andlisis. No obstante, en el articulo no se hace
ninguna referencia a los tiempos de retencién del
cisplatino ni de sus productos de hidrélisis, por lo que
no se sabe exactamente cuanto mejoré la técnica en ese
sentido.

La Espectrometria de Absorcién Atémica es una téc-
nica con gran selectividad y especificidad, muy utiliza-
da para el andlisis de platino en muestras biolégicas y
ambientales. Sin embargo, presenta una gran desventa-
jay es el efecto de las interferencias espectroscépicas
en la determinacién analitica. Las especies moleculares
oxidadas, formadas a partir del exceso de oxigeno en la
disolucién nebulizadora del equipo, constituyen las
interferencias espectroscopicas mas importantes en la
determinacién de platino. Un ejemplo de interferencia en
la determinacién del **Pt es la especie oxidada '"Hf'¢QO.
La contribucién de estas interferencias puede mitigarse
sélo con procesos de tratamiento de la muestra muy com-
plejos, lo que se traduce en un gasto significativo de tiem-
po y reactivos.®

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a
Espectrometria de Masas

La Espectrometria de Masas es una técnica podero-
sa en la elucidaciéon estructural tanto de biomoléculas
como de compuestos volatiles y no volatiles. Muchas
investigaciones se han dirigido al estudio de los com-
plejos del platino por esta técnica. De acuerdo con los
is6topos del platino (***Pt, 1%°Pt, 1%6Pt) y los del cloro (**Cl,
37Cl) los espectros de masas de los complejos del platino
exhiben clusters caracteristicos que facilitan su identi-
ficacién.

Cuando se esta frente a matrices muy complejas, la
Espectrometria de Masas no es una herramienta sufi-
ciente para identificar los compuestos presentes en la
mezcla. En estos casos, el acoplamiento de la Croma-
tografia Liquida y la Espectrometria de Masas es una
buena variante y una de las mas utilizadas.

En 2003, Cui y Mester emplearon estas dos técnicas
para el estudio del proceso de hidrélisis del cisplatino
en disoluciones modelo.?? El estudio confirm6 la forma-
cién de especies mono y dihidratadas a partir de una
disolucién de cisplatino 1 mmol - L}, incubada durante
24 h . Este resultado no se corresponde con lo reportado
por Heudi y cols. en el 1998,* ya que estos investigado-
res, bajo las mismas condiciones experimentales y con
el empleo de la misma técnica, sélo detectaron la pre-
sencia de especies monohidratadas en equilibrio con el
cisplatino.

Con el empleo simultaneo de estas dos técnicas,
Townsend y col., en el 2003, estudiaron los conjugados
formados de la reaccion del cisplatino con las proteinas
glutation (GSH), cisteinilglicina (Cys-Gly) y la N-
acetilcisteina (NAC), con el objetivo de conocer mas so-
bre el mecanismo de accién del cisplatino. El anéalisis
por HPLC mostré tiempos de retencién de 3,2; 4,2; 6,9y
14 min para el cisplatino, Cys-Gly, GSH y NAC, respec-
tivamente. Sin embargo, no se reportan los limites de
deteccién para esta técnica.

Recientemente, estas técnicas fueron utilizadas, por
separado, para determinar la cinética de degradacién del
cisplatino mediante la ozonizacién en disolucién acuo-
sa modelo a pH 9 inicial e identificar el principal pro-
ducto de reaccion.** Estos autores utilizaron condiciones
cromatograficas similares a las reportadas por El-
Khateeb y col. en 1999% con la diferencia de que en vez
de acido triflico, el pH de la fase moévil se ajusté con
acido metansulfénico y se utilizé una concentracién de
0,05 mmol ‘- L' de SDS. En estas nuevas condiciones
cromatograficas se observo la formacién de un solo pro-
ducto principal de reaccién, con un tiempo de retencién
de 16 min aproximadamente. El analisis por Espec-
trometria de Masas permitié identificar este producto
de ozonizacién como el diaminodiclorodihidroxo
cisplatino (IV).

Como se demuestra, la Espectrometria de Masas es
una técnica muy util no sélo para la cuantificaciéon de
los complejos del platino presentes en diferentes matri-
ces, sino para la elucidacién estructural de los produc-
tos de degradacién de estos complejos.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion-Espec-
trometria de Masas con Plasma Acoplado Induc-
tivamente

La Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-MS) es una técnica que se utiliza
preferiblemente en el anélisis de metales a nivel de tra-
zas o en su cuantificacién en matrices biolégicas, en las
que se dificulta la determinacién mediante otros métodos.

Antes de 2000 no se habia empleado el acoplamien-
to de estas dos técnicas para el estudio del cisplatino y
sus productos de hidrélisis. El primer reporte proviene
de 2001, cuando Haraguchi y cols. desarrollaron una me-
todologia por HPLC/ICP-MS para el estudio del
cisplatino y sus productos de hidrélisis mono y
dihidratados en medio biol6gico.?® Para esto emplearon
una columna C18 recubierta con acido propanosulfénico
(3-[3-cloroamidopropil]-dimetilamonio) (CHAPS). Esta
columna, utilizada con anterioridad para otras sustan-
cias quimicas,’ permite una rapida separacién tanto
de moléculas pequenias como de moléculas grandes (por
encima de los 10 000 Da). No obstante, la ventaja fun-
damental que brinda esta columna es que las protei-
nas no se adsorben en ella. Esto permite el estudio de
un gran numero de sustancias quimicas presentes en
medios biolégicos sin tratamiento previo de la mues-
tra, lo que se traduce en menos uso de equipamiento,
menor tiempo de andlisis y menos gastos de reactivos.
Ademas, el hecho de que la muestra no sea sometida a
un tratamiento previo al andlisis evita la posible degra-
dacién o pérdida del(los) analito(s) objeto de estudio,
garantizando un mayor recobrado de la técnica. Es por
esto que, tanto las drogas organicas como las trazas de
elementos, unidos o no a las proteinas pueden ser de-
terminadas satisfactoriamente por inyeccién directa en
esta columna, conjuntamente con una deteccién por
ICP-MS.30
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Espectrometria de Movilidad de Iones con Onda
Asimétrica de Alto Campo

La Espectrometria de Movilidad de Iones con Onda
Asimeétrica de Alto Campo (FAIMS) es una técnica muy
novedosa que permite el andlisis de iones en fase gaseo-
sa. La separacién de los iones por FAIMS se basa en la
diferencia de movilidad del ion, cuando sobre él actta
un campo eléctrico alto (K,) y un campo magnético de
baja intensidad (K). Los pioneros en el uso de esta técni-
ca, acoplada con la Espectrometria de Masas, fueron
Guevremont y cols. entre los annos 1998 y 2001,52%° para
la separacién y determinacién de iones.

Cui y Mester fueron los primeros que la utilizaron
para estudiar el proceso de hidrdlisis del cisplatino en
2003.33 El hecho de que tanto el cisplatino como sus pro-
ductos de hidroélisis tengan diferentes valores de relacion
K /K es lo que hace posible que puedan ser separados por
FAIMS. En esta técnica, se usa comunmente el nitré-
geno como gas portador. Sin embargo, Cui y Mester
demostraron que la mezcla de nitrégeno-helio aumen-
taba la sensibilidad y la selectividad del analisis (b y
10 veces para el caso de los complejos dihidratados y el
cisplatino respectivamente). De igual forma, demostraron
que la mezcla de nitrégeno, helio y diéxido de carbono au-
mentaba la sensibilidad de las sefnales correspondientes a
los complejos monohidratados y dihidratados (2,2 y
1,8 veces, respectivamente) comparandolo con el caso
anterior (mezcla de nitrégeno y helio). Esto demuestra
que la técnica de FAIMS-MS es simple, rapida y sensi-
ble para separar y detectar el cisplatino y sus productos
de hidrélisis y no requiere una separaciéon por Croma-
tografia Liquida previa al andlisis por Espectrometria
de Masas. Todo esto sin contar la reduccién tan signifi-
cativa que se obtiene en la relacién senal/ruido (hasta
30 veces) comparandolo con un espectrémetro de masas
convencional.

CONCLUSIONES

En los anos recientes, se han logrado grandes avances
en el empleo de técnicas analiticas capaces de estudiar al
cisplatino y sus productos de hidrdlisis. El acoplamiento
de técnicas de separaciéon como la Cromatografia Liqui-
da de Alta Resolucién y la Electroforesis Capilar con
meétodos especificos de detecciéon como las Espectrome-
trias de Absorcién Atémica, de Masas y de Masas con
Plasma Acoplado Inductivamente, permitieron lograr
importantes resultados en la elucidacién del mecanismo
de accién de estos complejos, en su deteccién y cuan-
tificacién en diferentes matrices como suero, plasma, ori-
nay disoluciones acuosas modelo. Se observa un marcado
incremento en el interés por la determinacién de bajas con-
centraciones de cisplatino y sus productos de hidrélisis
en las aguas residuales de hospitales, debido al posible
impacto toxicolégico y carcinogénico de estos complejos
del platino.

Conjuntamente con estos avances, se ha desarrolla-
do un nuevo método analitico capaz de determinar iones
en fase gaseosa, conocido como Espectrometria de Mo-
vilidad de Iones con Onda Asimétrica de Alto Campo.
Todo este desarrollo analitico se traduce en un aumento
de la sensibilidad y la especificidad, disminucién del tra-
tamiento previo de la muestra, menor tiempo de anali-
sis y posibilidad de estudiar mezclas de complejos de
forma simultanea.
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