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Introduccion

La desferrioxamina (DFO) es un acido trihidroxamico
que quela con efectividad iones metélicos trivalentes, ta-
les como el hierro y aluminio. Desde 1980 se viene em-
pleando en el tratamiento de la intoxicacion aluminica en
enfermos con insuficiencia renal cronica, pues forma un
quelato (AI-DFO) facilmente dializable "2. Sin embargo, la
DFO puede inducir efectos toxicos®; de ahi el interés en
establecer su dosis minima eficaz, asi como el momento
idoneo de administracion, apoyandose en estudios far-
macocinéticos de eliminacion del quelante.

En los Gltimos afios, la cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC) ha demostrado ser una técnica muy ade-
cuada para el andlisis de farmacos en fluidos biol()?icos.
Sin embargo, los métodos de HPLC existentes en la ac-
tualidad para el control analitico de la DFO y sus quela-
tos con hierro y aluminio son bastante escasos y no de-
masiado satisfactorios* >.

El objetivo del presente trabajo fue poner a punto un
método analitico para la determinacion de DFO 'y sus que-
latos con hierro (Fe-DFO) y aluminio (Al-DFO) utilizando
la técnica de HPLC.

Material y métodos
Instrumentacién

Equipo de cromatografia liquida (LKB) con valvula de in-
yeccion inerte (loop 200 ul), columna Lichrosorb RP18,
5um (250 mm x 4 d.i.), detector espectrofométrico UV-
VIS de longitud de onda variable e integrador.
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Reactivos y disoluciones

Disolucion patron de DFO (100 pg/ml) en agua (Des-
ferin [Ciba-Geigy]). Disoluciones patron de Al (lll)
(1.000 pg/ml) y Fe (I1) (1.000 pug/ml) (Merck). Disolventes
organicos de calidad HPLC. Acidos, bases, sales, etc.
(Merck). Agua ultrapura (NANOpure |1, Barnstead).

Metodologia

a) Preparacion de las disoluciones estandares de
desferrioxamina (DFO), ferrioxamina (Fe-DFO) y
aluminoxamina (Al-DFO)

Las disoluciones estandares de DFO se prepararon por
dilucion adecuada de la disolucion patron de. DFO
(1.000 pg/ml). Las correspondientes a los complejos Al-
DFO y Fe-DFO se prepararon por mezcla de ésta con las
disoluciones patrén de aluminio y hierro.

b) Optimizacion de la separacion cromatografica

En primer lugar se efectu6 la seleccion de la longitud
de onda para la deteccion espectrofotométrica (UV-VIS)
de las especies en estudio. A continuacion se evalué el
efecto del pH de la fase movil (variando entre 3 y 6 con
reguladora de fosfatos 0,02 M), manteniendo constante el
porcentaje de acetonitrilo (13 % v/v). Por dltimo, se estu-
di6 el efecto del flujo de la fase movil entre 0,4 y
0,8 ml/min.

¢} Prevencion o control de la contaminacion

Para evitar que la DFO inyectada en el cromatografo se
convierta en Fe-DFO se requiere una purga del sistema
cromatogréfico con DFO durante 12 horas previas al ané-
lisis.
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d) Calibracion del sistema HPLC para la cuantificacion ~ Resultados

de Al-DFO, Fe-DFO y DFO

Se procedi6 a establecer las caracteristicas analiticas
(precision, limite de deteccion vy linealidad) utilizando di-
soluciones estandares de los tres solutos en estudio di-
sueltos en fase movil (pH = 7,4).

e) Tratamiento previo de las muestras de suero

Un ml de suero procedente de pacientes en hemodia-
lisis se ultrafiltra en un sistema MPS-1, AMICON (membra-
nas YMT, 5.000 daltons) a 3.000 r.p.m. durante 30 minu-
tos a 25° C. H ultrafiltrado se inyecta en el cromatdgrafo
directamente. Para los estudios de recuperacion se adi-
cionan 50 pg/ml DFO a una muestra de suero humano
(n= 4.

La figura 1a muestra el cromatograma de una disolu-
cion estandar de los tres solutos investigados utilizando
una fase movil de 13 % (v/v) acetonitrilo en reguladora de .
fosfatos 0,02M (pH=6) a un flujo de 0,6 ml/min con
cambio a 0,8 ml/min a los 18 minutos y deteccién UV a
220 nm. El cromatograma obtenido para la DFO en suero
humano y su blanco correspondiente tras el proceso de
ultrafiltracion aparece en la figura 1b (recuperacion
80 2 %).

En la tabla | se recoge la precision (CV) limite de detec-
cion (LD) y linealidad de la metodologia propuesta.

Conclusiones

— Se ha puesto a punto un método cromatografico
para la determinacion sensible y precisa de la DFO y sus
quelatos con hierro y aluminio.

Tablal. Caracteristicas analiticas
V@) (n=7) LD * (uM) Linealidad (uM) r
Desferrioxamina (DFO) ................... 54 0,36 0,36-5,36 0,9924
5,36-178,57 ** 0,9997
Aluminoxamina (Al-DFO)................ 0,9 0,02 37,04 * 0,9997
Ferrioxamina (Fe-DFO) .................... 52 0,09 25,0 0,9995

* Calculo basado en una relacion seftal/ruido = 3.
** Maxima concentracién ensayada.
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— La metodologia desarrollada puede ser aplicada al

andlisis de DFO en suero humano previo proceso de ul-
trafiltracion (desproteinizacion).
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