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Resumen:

Se plantea y desarrolla un estudio de estabilidad
en el tiempo de mezclas conjuntas de ciclofosfa-
mida/mesna e ifosfamida/mesna a diferentes con-
centraciones en soluciones intravenosas de gran
volumen. A tales fines se han desarrollado las si-
guientes comprobaciones experimentales: valora-
cién del contenido en mesna por volumetria de
oxidacién-reduccion, determinacion def pH de las
soluciones, observacién de los principales carac-
teres organolépticos (aspecto y color) e identifica-
cion de las entidades quimicas presentes en las
muestras mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Los resultados obtenidos en
un perfodo de siete dias de estudio permiten con-
cluir que para la practica clinica las mezclas ciclo-
fosfamida/mesna pueden considerarse estables
con garantia durante al menos veinticuatro horas,
mientras que las de ifosfamida/mesna presentan
una estabilidad de cuarenta y ocho horas como
minimo a las concentraciones ensayadas.
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Summary:

The stability of combined mixtures of cyclophos-
phamide/mesna and ifophosphamide/mesna at
different concentrations was studied in high-volu-
me intravenous solutions. The following experi-
mental tests were developed: assessment of
mesna content by oxidation-reduction volumetry,
determination of the pH of solutions, observation
of the main organoleptic characteristics (aspect
and color), and identification of chemical entities
present in samples by high-performance liquid
chromatography (HPLC). The results obtained in
a seven-day study period show that cyciophosp-
hamide/mesna mixiures can be considered sta-
ble in clinical practice for at least 24 hours, while
ifos-phamide/mesna mixtures have a minimum
stability of 48 hours at the concentrations tested.
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INTRODUCCION

Ifosfamida y ciclofosfamida son dos farmacos qui-
mioterdpicos que por su gran espectro de accién se uti-
lizan ampliamente en la terapia antineopldsica. Ambos
pertenecen al grupo de mostazas nitrogenadas y se cla-
sifican dentro de los agentes alquilantes. Se administran
en forma de profarmacos y una vez en el higado sufren
procesos de oxidacién, dando lugar a metabolitos acti-
vos con actividad citotéxica alquilante. Durante este
proceso se generan ademds metabolitos tdxicos como la
acroleina, que por acumulacién en la vejiga urinaria es
capaz de producir cistitis hemorrdgica no bacteriana.
Con el fin de disminuir la gravedad e incidencia de este
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tipo de toxicidad se administran conjuntamente con es-
tos quimioterdpicos compuestos ricos en grupos sulfi-
drilo como el mesna (2-mercaptoetanosulfonato sédi-
c0), el cual reacciona quimicamente con los metabolitos
urotdxicos de ifosfamida y ciclofosfamida presentes en
la orina, neutralizdndolos (1). Durante la prictica diaria
es habitual recibir en el servicio de farmacia prescrip-
ciones en las que se solicita la preparacién conjunta de
ciclofosfamida o ifosfamida con mesna en grandes vo-
limenes para infusién continua de veinticuatro horas.
El servicio de farmacia debe obviamente garantizar la
total estabilidad de las mezclas que elabora y por ello la
preparacion se restringe siempre a aquellas de las que se
disponen datos fiables verificados bibliograficamente.

Los protocolos de la unidad de cistostéticos del servi-
cio de farmacia garantizan en el momento presente tni-
camente estabilidad de la mezcla de ifosfamida con
mesna a determinadas concentraciones durante al me-
nos veinticuatro horas (2, 3). Sin embargo, no se dispo-
nen datos bibliograficos que garanticen la preparacién
conjunta de ciclofosfamida con mesna. Por este motivo
se plantea y desarrolla en el presente trabajo un estudio
de estabilidad en el tiempo de mezclas conjuntas de ci-
clofosfamida/mesna o ifosfamida/mesna a diferentes
concentraciones en soluciones intravenosas de gran vo-
lumen.

METODO

Para valorar la estabilidad en el tiempo de mezclas con-
juntas ciclofosfamida/mesna e ifosfamida/mesna se com-
prueban sobre cada muestra los siguientes pardmetros:

— Valoracién del contenido en mesna por volume-
tria de oxidacidn-reduccién, con yodo como
agente oxidante (4).

— Determinacién del pH con un pHmetro anal6gico
(Phmeter 29, Radiometer Copenhagen).

— Observacién de los caracteres organolépticos de
la solucién (turbidez, color y precipitacién).

— Identificacién de las sustancias presentes en
muestras preparadas a diferentes concentraciones
mediante HPLC.

Procedimientos

Previamente a la valoracién se ponen a punto las téc-
nicas a utilizar:

— Calibracién de pHmetro, utilizando las solucio-
nes tampén correspondientes.

— Preparacién de los reactivos necesarios para la
volumetria de oxidacién-reduccién: se preparan
soluciones, contrastadas frente a patrén tipo pri-
mario, de yodo 0,1 y 0,01 N.

Se prepara también engrudo de almidén como indica-
dor del punto final de la reaccién volumétrica y una so-
lucién acuosa de mesna como referencia para poner a
punto la técnica.

Fundamentos

La volumetria de oxidacién-reduccién empleada
se fundamenta en una reaccién quimica que se produ-

Tabla 1. Composicién de muestras (primera fase)

Denosi- Composicién Preparacién Diluyente C“‘;;‘:;‘,‘;‘}f‘”“ Tipo de
M, Mesna 200 mg M (2 ml) + 18 mi GS 1/3 + agua GS 173 10
M, Mesna 250 mg M (2,5 ml) + 500 mi SF SF 05 PVC
M, Mesna 500 mg M (5 ml) + 500 ml SF SF 1 PVC
M, Mesna 5.000 mg (50 ml) + 500 ml GS 173 GS1/3 10 EVA
M, Mesna 100 mg M (1 ml) + 500 ml GS 1/3 GS 173 0,2 EVA
M; Mesna 2.500 mg M (25 ml) + 500 ml GS 1/3 GS 173 5 EVA
CM, Ciclofosfamida/Mesna ~ 2.500 mg C (125 ml)/2.500 mg M (25 ml) + 500 mIGS 1/3  GS 1/3 5/5 EVA
CM,  Ciclofosfamida/Mesna  5.000 mg C (250 ml)/1.000 mg M (10 ml) + S00mI GS 1/3  GS 1/3 1072 EVA
CM, Ciclofosfamida/Mesna 500 mg C (25 ml)/100 mg M (1 ml}) + 500 ml SF SF 1/0,2 PVC
CM;, Ciclofosfamida/Mesna 500 mg C (25 m1)/S00 mg M (5 ml) + 500 ml SF SF 11 PVC
CM, Ciclofosfamida/Mesna 2.500 mg C (125 m1)/500 mg M (5 ml) + 500 ml GS 1/3 GS 173 51 EVA
CM, Ciclofosfamida/Mesna ~ 5.000 mg C (250 ml)/5.000mg M (50 ml) + 500 mI GS 1/3  GS 1/3 10/10 EVA
M, Ifosfamida/Mesna 500 mg I (25 m1)/100 mg M (1 ml) + 500 ml SF SF 1/0,2 PVC
M, Ifosfamida/Mesna 2.500 mg I (125 ml)/500 mg M (5 ml) + 500 ml GS 1/3 GS 173 51 EVA
M, Ifosfamida/Mesna 500 mg I (25 ml)/500 mg M (5 ml) + 500 mi SF SF n PVC
IM; Ifosfamida/Mesna 2.500 mg I (125 ml)/2.500 mg M (25 ml) + 500mI GS 1/3  GS 1/3 515 EVA
Mg Ifosfamida/Mesna 5.000 mg I (250 m1)/1.000 mg M (10 ml) + 500mIGS 113  GS 1/3 1072 EVA
M, Ifosfamida/Mesna 5.000 mg I (250 mi)/5.000 mg M (50 ml) + 500 ml GS 1/3 GS 173 10/10 EVA

M: mesna. CM: ciclofosfamida y mesna. IM: ifosfamida y mesna. GS 1/3: soluci6n glucosalina 1/3. SF: suero fisiolégico. PVC: cloruro de polivinilo.

EVA: etilvinilacetato.
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Tabla 2. Composicién de muestras (segunda fase)
. Concentracion  Proporcién Tipo de Tipo de
Muestras Preparacién de C (mg/ml) C/M (mg/ml) solucién  envase
I

1 1 g C (50 ml) + GS 1/3 (50 ml) 10 0 GS 1/3 Vidrio

2 1,5 g C (75 ml) + SF (25 ml) 15 0 SF PVC

3 1,5 g C (75 ml) + GS 1/3 (25 ml) 15 0 GS 1/3 EVA

4 1 g C (50 ml) + 200 mg M (2 ml) + SF (48 ml) 10 102 SF PVC
5 1,5 g C (75 ml) + 100 mg M (1 ml) + GS 1/3 (24 ml) 15 15/1 GS 173 Vidrio

6 1,5 g C (75 ml) + 100 mg M (1 ml) + GS 1/3 (24 ml) 15 15/1 GS 1/3 EVA

7 1 g C (50 ml) + 200 mg M (2 ml) + GS 1/3 (48 m}) 10 10/2 GS 1/3 EVA

8 1,5g C (75 ml) + 150 mg M (1,5 ml) + SF (23,5 ml) 15 15/1,5 GS 173 PVC

9 1,5g C (75 ml) + 150 mg M (1,5 mt) + SF (23,5 ml) 15 15/1,5 SF Vidrio

C: ciclofosfamida. GS 1/3: solucién glucosalina 1/3. M: mesna. SF: suero fisiolégico. PVC: cloruro polivinilo. EVA: etilvinilacetato.

ce entre mesna y yodo tal y como se recoge a conti-
nuacién:

2[HS—(CH,),-S04] + 1, 7= SO3~(CH,),-S-S~(CH,),-S0; + 2I
2o =

ello permite determinar si a lo largo del tiempo este
principio activo ha sufrido algin cambio significativo
en su concentracién.

prescripciones habituales recibidas en el servicio de far-
macia. Se elaboran inicialmente tres tipos de muestras
(soluciones de mesna, como referencia o control, ciclo-
fosfamida/mesna e ifosfamida/mesna) a determinadas
concentraciones, utilizando como diluyente solucion sa-
lina al 0,9% o glucosalino 1/3, que se acondicionan en
bolsas de 500 ml de etilvinilacetato (EVA) o cloruro de

Descripcion

Una vez dispuestos y validados los procedimientos
de trabajo se inicia la realizacién del ensayo.
Las muestras a estudiar se preparan teniendo en
cuenta los dmbitos de concentracién contenidos en las

polivinilo (PVC).

Las muestras se conservan a temperatura ambiente
(aproximadamente 20° C) y sin proteccién de la luz.

Los detalles de composicién y preparaciéon de las
mismas quedan reflejados en la tabla 1.

En la primera fase del ensayo se analizan las muestras
para los pardmetros indicados (determinacioén de la con-
centracién de mesna por volumetria de oxidacién-reduc-

Tabia 3. Resultados de 1a volumetria redox v pH (primera fase)

Concentracién Oh 2h 4h 8h 12h 24h 48h %h 168 h
Muestra teorica
Conc. Conc. Cone. Conc. Conc. Conc. Cone. Conc. Conc.
(g oml P gt PH gl PP gl P omgmd P pgml P omgml P omgm P mgm PH
M, 9,1 86 — 86 — 89 — 91 — 87 — 94 — 83 — 82 — —
M; 0,50 050 — 049 — 046 — 050 — 049 — 048 — 046 — 045 — 043 —
M, 1,00 091 — 08 — 08 — 091 — 091 — 08 — 09 — 08 — 092 —
M, 1,00 88 — 92 — 92 — 92 — 91 — 91 — 93 — 89 — 06 —
M, 0,20 022 — 022 — 021 — 025 — 023 — 022 — 022 — 0,22 — 023 —
M; 50 45 — 47 — 46 — 46 — 47 — 46 — 45 — 46 — 50 —
CM, 5,0/5,0 40 72 41 67 41 72 41 7.1 42 70 42 6,7 41 75 40 37 41 40
CM, 10,0/2,0 18 68 1,8 66 18 62 19 46 20 43 1,9 40 1,8 32 1,8 32 18 36
C/M, 1,0/0,20 021 63 023 57 024 56 024 58 024 55 023 50 024 45 024 40 023 40
CM; 1,0/1,0 091 67 09 65 093 69 094 6,7 09 65 097 60 094 50 094 42 095 4]
CM, 5,0/1,0 098 6,7 098 6,1 107 54 1,03 49 1,03 45 099 45 096 39 097 33 09 35
CM; 10,0/10,0 86 72 89 70 89 71 89 70 92 69 91 65 89 42 88 32 90 36
™, 1,0/0,20 022 63 022 63 025 58 022 56 022 61 021 55 021 62 022 62 022 60
I'M, 5,0/1,0 109 66 1,14 67 1,11 66 109 65 1,08 64 1,08 56 109 62 1,12 61 LI3 56
I'M, 1,0/1,0 106 7,1 1,06 7,0 103 70 105 66 104 70 1,06 62 107 69 107 70 1,11 64
I/M; 5,0/5,0 45 75 47 74 45 72 47 70 46 12 46 70 48 71 46 11 45 68
/M, 10,0/2,0 22 72 22 73 22 12 22 68 22 71 22 65 24 67 23 63 22 57
M, 10,0/10,0 92 74 91 74 92 74 92 70 90 72 91 71 90 71 89 68 91 65

M: mesna. C/M: ciclosfosfamida/mesna. I/M: ifosfamida/mesna. Conc.: concentracién.
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Tabla 4. Resultados de pH (segunda fase)

Muestras* 0h 2h 4h 8h 12h 24h 48h 96h 7dias

46 42 43 40 39 36 36 34 34
47 41 42 39 38 35 34 35 34
46 41 41 39 38 35 34 34 34
68 61 57 52 45 39 36 35 34
59 48 43 41 39 36 34 35 34
55 45 42 41 38 35 34 35 34
66 60 53 46 43 38 35 35 35
63 52 45 42 39 36 34 35 35
66 57 46 42 40 36 34 35 35

OO0~ AN LD e

*Se corresponden con las descritas en la tabla 2.

cién, pH y caracteres organolépticos). Se hace constar
que no se realizan determinaciones de pH para las mues-
tras que sirven como referencia y que sélo contienen
mesna. Se procede a valorar las muestras en tres bloques
(mesna, ciclofosfamida/mesna e ifosfamida/mesna), a los
tiempos de ensayo de cero, dos, cuatro, ocho, doce, vein-
ticuatro, cuarenta y ocho, noventa y seis y ciento sesenta
y ocho horas, obteniéndose para cada caso concentracio-
nes mesna, valores de pH y caracteres organolépticos.

Tras valorar los resultados obtenidos y habiendo ob-
servado una progresiva disminucién de pH a lo largo
del tiempo en las muestras correspondientes a las mez-
clas de ciclofosfamida/mesna, se procede a realizar un
estudio de pH miés especifico con el fin de comprobar si
las variables tipo de envase, tipo de solucién y concen-
tracién de ciclofosfamida/mesna y ciclofosfamida influ-
yen en tales variaciones.

Las muestras preparadas a este fin se presentan en la
tabla 2.

En una tercera fase, no pudiendo establecer ninguna
explicacién satisfactoria para los cambios de pH obser-
vados, pero sf sabiendo que no guardan ninguna rela-
cién con el tipo de envase, tipo de soluci6n o concentra-
cién de ciclofosfamida/mesna y ciclofosfamida, se rea-
liza un ensayo complementario de HPLC para descartar
que tal hecho no se debe a ninguna degradacién de los

férmacos implicados, ciclofosfamida y mesna, ocurri-
dos en las mezclas estudiadas, y al tiempo confirmar la
total estabilidad comprobada en la determinacién volu-
métrica anterior. A estos fines se preparan dos muestras,
una con ciclofosfamida 10 mg/ml en glucosalino 1/3
acondicionada en bolsa EVA y otra de ciclofosfami-
da/mesna 10/0,2 mg/ml en solucién salina al 0,9% tam-
bién en bolsa EVA. Ambas muestras se conservan a
temperatura ambiente y se estudian por HPLC a las ce-
ro, cuarenta y ocho y ciento veinte horas, obteniéndose
cromatogramas por duplicado a cada tiempo y muestra
(nimeros 1, 2 y 3 para la de ciclofosfamiday 4, 5y 6
para la de ciclofosfamida/mesna). Las condiciones y ca-
racteristicas de la experimentacién por HPLC se rese-
fian a continuacién:

— Volumen de muestra: mezcla de 2 ml de una dilu-
cién 1/100 de la solucién a ensayar con 2 ml de
fase mévil (tampén fosfato 0,025 M de pH =4 ).

— Determinacién en cromatégrafo de liquidos de al-
ta resolucién, Perkin-Elmer LC235/8200, con in-
yector Rheodyne 7.125 pl de loop, bomba terna-
ria LC200 y columna de fase reversa Nova Pack
Ci5 60 A 4 um 3,9 X 300 nm.

— Flujo de elucién = 0,8 ml/min.

— Detector UV Diode Array 235C trabajando a una
A de 195 mm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la primera fase del ensa-
yo se exponen en la tabla 3, en la que se pueden obser-
var las concentraciones de mesna obtenidas para cada
una de las muestras ensayadas. Estas concentraciones
se mantienen a lo largo del tiempo sin cambios signifi-
cativos con respecto a las concentraciones tedricas ini-
ciales y, por tanto, este hecho podria significar, conside-
rando exclusivamente esta medida, estabilidad de las
mezclas mesna, ciclofosfamida/mesna e ifosfamida/mes-
na) en el tiempo estudiado (siete dias). Asimismo, con
respecto a los caracteres de la solucién, no se observan
cambios en ninguna de las muestras preparadas, mante-

Valores de pH
o o

&

——Muestra 1
—=—Muestra 2
——Muestra 3
—=—Muestra 4
—=—Muestra 5
——Muestra 6
——Muestra 7

——Muestra 8

——Muestra 9

Figura 1.—Ensayo ciclofosfamida,

o] 2 4 8 12 24 48 96
Horas
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168 ifosfamida y mesna. Resultados
estudio de pH.
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Figura 2.—A: cromatografia 1: 0 horas; pico de ciclofosfamida.
B: cromatografia 2: 48 horas; pico de ciclofosfamida.

C: cromatografia 3: 120 horas; pico de ciclofosfamida.

D: cromatografia 4: 0 horas; pico de ciclofosfamida

y mesna. E: cromatografia 5: 48 horas; pico de

ciclofosfamida y mesna. F: cromatografia 6: 120 horas;

pico de ciclofosfamida y mesna.
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niéndose a lo largo del tiempo con aspecto claro e inco-
loro.

En cuanto a los resultados de pH, las mezclas ifosfa-
mida/mesna no experimentan cambios significativos a
lo largo del ensayo, manteniéndose los valores de pH
entre 6 y 7. Estos resultados de pH, junto con las con-
centraciones de mesna obtenidas tras la volumetrfa oxi-
dacién-reduccién, permiten asegurar la estabilidad de
las mezclas ifosfamida/mesna al menos durante un
tiempo de cuarenta y ocho horas, suficientemente am-
plio y prictico para su utilizacién en clinica. Por otro
lado, analizando los resultados para las mezclas de ci-
clofosfamida/mesna, se observa que en todas ellas el
pH disminuye significativamente a partir de las cuaren-
ta y ocho horas del ensayo e incluso a partir de las ocho
horas para las muestras CM2 y CM6.

Los resultados obtenidos en la segunda fase del ensa-
yo, disefiado especificamente para evaluar las variacio-
nes de pH encontradas, quedan refiejados en la tabla4 y
figura 1.

Tal y como se observa en la tabla 4, el descenso de
pH con el tiempo en todas las muestras ocurre de mane-
ra semejante, independientemente de la concentracién
de ciclofosfamida, tipo de solucién o tipo de envase.
También se observa que los valozes iniciales de pH son
tanto mayores cuanto mayor es la concentracidon de
mesna, y tal como se aprecia en la figura 1, todas las
muestras siguen trazados parabdlicos paralelos, para
terminar coincidiendo en un mismo valor final de pH.
Ademads, la disminucién de pH observada es mayor y
mds brusca para todas las muestras en las primeras
veinticuatro horas, disminuyendo ligeramente en las ho-
ras posteriores.

Una vez comprobado que la disminucién de pH no es
debida al tipo de envase, solucién o concentracién de
ciclofosfamida, y para descartar que pudiera deberse a
una degradacion de los componentes de las muestras de
ciclofosfamida/mesna se realiza un HPLC de dos mues-
tras, una formada por ciclofosfamida/mesna y otra sélo
por ciclofosfamida, obteniéndose cromatogramas por
duplicado en los tiempos ensayados (Fig. 2). Los picos
obtenidos permiten identificar perfectamente ciclofosfa-
mida y mesna como finicas entidades quimicas presen-
tes en las muestras, por lo que se constata que tal varia-
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cién de pH no se debe a degradacién e inestabilidad de
las mezclas. El fenémeno queda, por tanto, sin poder
ser aclarado en este trabajo. Seria necesario realizar es-
tudios complementarios més especificos que explicasen
convenientemente el motivo de esta disminucion.

Las conclusiones précticas que se derivan de este en-
sayo permiten plantear las condiciones para la utilizacién
en la préctica clinica de soluciones diluidas de mesna y
mezclas conjuntas de ciclofosfamida/mesna o ifosfami-
da/mesna en infusidn intravenosa continua gota a gota.

En el caso del mesna se puede establecer con seguri-
dad un plazo de estabilidad, de utilidad y comodidad en
clinica, de cuarenta y ocho horas a temperatura ambien-
te en concentraciones de firmaco desde 10 a 0,2 mg/ml
en solucidn salina al 0,9% o glucosalino 1/3, acondicio-
nadas en bolsas EVA o PVC.

Para mezclas ciclofosfamida/mesna o ifosfamida/mes-
na diluidas en solucién salina al 0,9% o glucosalino 1/3
y acondicionadas en bolsas de PVC a concentraciones
de 1/0,2, 1/1, 5/1, 10/2 y 10/10 mg/ml, conservadas a
temperatura ambiente, puede asegurarse una estabilidad
de cuarenta y ocho horas para ifosfamida/mesna y de
veinticuatro horas para ciclofosfamida/mesna. En este
ultimo caso, teniendo en cuenta el descenso marcado de
pH que se produce con el tiempo, hay que asegurar en
su utilizacién en la practica clinica, para evitar proble-
mas de flebitis e incluso de necrosis tisular, que la mez-
cla se infunda en una vena de buen flujo y que no se
produzca la extravasacién del preparado.
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