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ABREVIATURAS

Cuando en esta tesis se haga referencia a las siguientes abreviaturas, se entendera:

+ Mas menos.

% Porciento.

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento.

Cmax Concentracion plasmatica maxima.

C.V. Coeficiente de variacion.

CV% Porciento de coeficiente de variacion.

NOM Norma Oficial Mexicana.

g Gramos.

h Horas.

mL Mililitros.

Vo] Microgramos.

mg Miligramos.

ng Nano gramos.

nM Nano molar.

UM Micro molar.

M Molar.

R Coeficiente de regresion.

r Coeficiente de variacion.

S Segundos.

T1/2 Vida media de eliminacion.

Tmax Tiempo trascurrido desde la administracién hasta que se
produce la concentracion plasmatica maxima.

uVv-VviIS Ultravioleta-visible.

LLA Leucemia Linfoblastica Aguda.

LMA Leucemia Mielocitica Aguda.

LLC Leucemia Linfocitica Cronica.

LMC Leucemia Mielocitica Croénica.

LT. Lote.

SNC Sistema Nervioso Central.

INP Instituto Nacional de Pediatria.

NF1 Neurofibromatosis tipo 1.

AAS Acido acetil salicilico.

RSC Recuento Sanguineo Completo.

FISH Hibridacion fluorescente in situ.

PL Puncién Lumbar.

CENETEC Centro Nacional de Excelencia Tecnolégica en
Salud.

TTI Terapia intratecal.

MTX Metotrexato.

6-MP 6-Mercaptopurina.

m? Metro cuadrado.

\Y] Administracion Intravenosa.

HC Hidrocortisona.

ul Unidades Internacionales.

IM Administracion intramuscular.

FH4 Tetrahidrofolato.

PO Administracién oral.

SC Administraciéon Subcutanea.

L Litros.

pL Micro litros.



Kg Kilogramos.

FBP Proteina unidora de folatos asociada a membrana.

DHDR Enzima dihidrofolato reductasa.

TS Enzima timidilato sintetasa

AICAR 5-amino-imidazol-4-carboxamida ribonucleétido
transformilasa

ADN Acido desoxirribonucleico.

pH Potencial de hidrégeno.

D.l. Diametro interno.

mm Milimetros.

cm Centimetros.

pm Micrémetros.

nm Nanémetros.

SNPs Polimorfismos de un solo nucleétido.

°C Grados Celsius.

USP Farmacopea de los Estados Unidos.

viv Volumen/volumen.

Min. Minutos.

rpm Revoluciones por minuto.

SSi Solucién salina isotdnica.

SD Desviacion estandar.

HO Hipétesis nula.

H1 Hipétesis alternativa.

LIC Limite inferior de cuantificacion.

MCB Muestra control bajo.

MCM Muestra control medio.

MCA Muestra control alto.

IC Intervalo de confianza.

VS Contra.



1. Generalidades.

Las leucemias son un grupo heterogéneo de enfermedades que se distinguen por
infiltracion de la médula 0sea, sangre y otros tejidos, por células neoplasicas del
sistema hematopoyético. Son enfermedades neoplasicas que se deben a
mutaciones somaticas de la célula progenitora. Segun su estirpe celular afectado,
ya sea la linea mieloide o la linfoide, su evolucion varia desde las que conducen

rapidamente a la muerte hasta las que evolucionan con lentitud.*

Esta neoplasia lleva a un aumento incontrolable en el nUmero de glébulos blancos.
Las células cancerosas impiden que se produzcan glébulos rojos, plaquetas y

glébulos blancos (leucocitos) saludables.

Las leucemias de crecimiento rapido son llamadas leucemias agudas, y las de

crecimiento lento son llamadas leucemias cronicas.

La mayoria son tumores de células progenitoras pre-B aunque ocasionalmente se
manifiestan Leucemias linfoblasticas agudas (LLA) de células pre-T. La LLA ocurre

con gran frecuencia en la primera década de vida.?
La LLA es el tipo de cdncer mas comun en los nifios.

En un nifio sano, la médula 6sea elabora células madre sanguineas (células
inmaduras) que, con el tiempo, se vuelven células sanguineas maduras. Una
célula madre sanguinea se puede volver una célula madre mieloide o una célula

madre linfoide.

Una célula madre mieloide se transforma en uno de tres tipos de células

sanguineas maduras:

e Glbbulos rojos; que transportan oxigeno y sustancias a todos los tejidos del
cuerpo.
¢ Plaquetas; que forman coagulos de sangre para interrumpir el sangrado.

e Granulocitos; que combaten las infecciones y las enfermedades.



Una célula madre linfoide se transforma en un linfoblasto y luego, en uno de tres

tipos de linfocitos (glébulos blancos):

e Linfocitos B; que producen anticuerpos para ayudar a combatir las
infecciones.

e Linfocitos T; que ayudan a los linfocitos B a producir los anticuerpos para
combatir las infecciones.

e Linfocitos citoliticos naturales; que atacan las células cancerosas o

infectadas por virus.

En un niflo con LLA, hay demasiadas células madre que se transforman en
linfoblastos, linfocitos B o linfocitos T. Estas células son cancerosas (células de
leucemia). Las células leucémicas no funcionan como los linfocitos normales y no
pueden combatir adecuadamente las infecciones. Ademas, en la medida que
aumenta la cantidad de células de leucemia en la sangre y la médula 6sea, hay
menos lugar para los glébulos blancos, los glébulos rojos y las plaguetas sanas.

Esto puede producir infecciones, anemia y sangrados faciles.*

Figura 1. Evolucién de una célula madre sanguinea
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Los cuatro tipos principales de leucemia son®:

Linfocitica aguda (LLA).
Mielocitica aguda (LMA).
Linfocitica cronica (LLC).

A

Mielocitica crénica (LMC).

La proliferacion desordenada de blastos en la médula ésea puede extender la
presencia de blastos en la sangre, los ganglios linfaticos, el bazo, el higado, el
SNC, los testiculos u otros 6rganos.

1.1 Epidemiologia en México y el mundo.

Cada afo aparecen en los paises occidentales entre 60 y 100 nuevos casos de
leucemia por cada millon de habitantes.

La leucemia linfoblastica aguda es la neoplasia mas comun en nifios, y constituye
el 25% de todos los canceres en la edad pediatrica y aproximadamente el 75% de

todos los casos de leucemia en la infancia.

La leucemia linfocitica aguda es mas comun en la infancia temprana, y alcanza su
mayor incidencia entre las edades de 2 a 3 afios (> 80 por millon por afio), con

tasas que disminuyen a 20 por millén entre nifios de 8 a 10 afios de edad.

La relacion de casos de leucemias agudas en nuestro medio, entre linfociticas y

no linfociticas es de 6:1 en favor de las agudas.

En México el numero general de egresos hospitalarios por leucemia para el afo
2001 fue de 13.558 personas con una tasa de 13,4 por 100.000 habitantes. Las
defunciones registradas en México para el afio 2001 en el grupo de edad de 1 a 4
afios ocurrieron 232 muertes para una tasa de 2.69 por 100.000 habitantes, para
el grupo de 5 a 14 afios el numero de muertes por leucemias fue de 588 para una
tasa de 2.60 por 100.000 habitantes. (SSA, Estados Unidos Mexicanos, Sistema
Nacional de Salud. 2001)
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Tabla 1. Principales causas de egresos hospitalarios, 2001. Estados Unidos

Mexicanos, Sistema Nacional de salud.

Nim. de Causas Criterio de |Egresos| Tasa %
orden Agrupacion
Total 000 4,127,06| 4,086.3 | 100.0
0
1 Causas obstétricas directas (excepto 160 739,297 | 7320 | 17.9
aborto)
2 Parto Gnico espontaneo 161 514,994 | 508.9 | 125
3 Traumatismos, envenenamientos y algunas 166 306,703 | 303.7 | 7.4
olras consecuencias de causas externas
- Fracturas 1664 138,006 | 1366 | 3.3
4 Ciertas afecciones originadas en el periodo 163 183,644 | 1818 | 45
perinatal
- Dificultad respiratoria del recién nacido y 1631 40,670 | 40.3 1.0
otros trastornos respiratorios originados en
el periodo perinatal
- Crecimiento fetal lento, desnutricion fetal 163C 29512 | 202 0.7
y trastomos relacionados con la gestacion
corta vy el bajo peso al nacer
5 Enfermedades del corazan 097 129326 | 1280 | 31
- Enfermedades isquémicas del corazdn narc 49 381 48.9 1.2
6 Tumores malignos 049 127,687 | 1264 | 31
- Tumor maligno de la mama 049M 12,886 12.8 0.3
- Tumor maligno del cuello del Gtero 0490 12,367 12.2 0.3
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Tabla 2. Principales causas de mortalidad en edad preescolar (de 1 a 4 afios), 2001.

Estados Unidos Mexicanos, Sistema Nacional de Salud.

Orden | Clave CIE 10a. Rev. | Descripcion Defunciones | Tasa | %
1/
ADOD-Y98 Total 6,606 76.57 | 100.0

1 AQD-AD9 Enfermedades 640 742 9.7
infecciosas intestinales

2 J10-018, J20-J22 Infecciones respiratorias | 575 6.67 | 8.7
agudas bajas

3 2/ Accidentes de trafico de | 436 505 |66
vehiculo de motor

4 Q20-024 Malformaciones 398 4.61 6.0
congénitas del corazon

5 WE5-WT4 Ahogamiento y | 372 431 |58
sumersion accidentales

6 E40-E46 Desnutricion calorico | 312 3.62 | 4.7

rotéica
8 X85-Y09, Y87 .1 Agresiones (homicidios) | 120 139 |18
9 G40-G41 Epilepsia 101 117 |15

En el Instituto Nacional de Pediatria las neoplasias obtuvieron el ler lugar en

egresos hospitalarios con 1,409 y 1,486 eventos en 2008 y 2009, respectivamente;

y obtuvo el 2° lugar en mortalidad con 56 y 52 defunciones en los mismos afios.

Ademas, el costo econdmico del tratamiento es elevado, las atenciones en

conjunto con las pruebas especiales y la quimioterapia representan el 27% del

presupuesto total asignado al area asistencial del INP y el 33% de toda la atencion

a la salud (costo mensual por paciente aproximado a $9,000.00).
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1.2 Factores de riesgo.

Se desconocen las causas de la leucemia linfoblastica aguda. Sin embargo,
existen ciertos factores de riesgo que pueden aumentar las posibilidades de que

un nifio contraiga esta enfermedad.®
Los posibles factores de riesgo de la LLA son los siguientes:

Exposicion a rayos X antes del nacimiento.
Exposicion a radiacion.
Tratamientos previos con quimioterapias.

Mutaciones.

vV V V V V

Afecciones genéticas como:

1. Sindrome de Down.
2. Neurofibromatosis tipo 1 (NF1).

1.3 Manifestaciones Clinicas.

Las manifestaciones clinicas de la leucemia dependen del grado de insuficiencia
de la médula 6sea debido a la proliferacion de blastos, para producir los glébulos
rojos, glébulos blancos y plaguetas de manera normal, por otro lado la
sintomatologia depende también de las repercusiones por la infiltracion de éstas a

otros 6rganos.®
Las manifestaciones clinicas que generalmente se presentan son:

Fatiga.

Disnea

Dolores musculares.
Dolor 6seo.

Anorexia.

AN N N N R

Fiebre asociada a alguna infeccion.
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1.4 Diagnéstico.

Para detectar y diagnosticar la LLA infantil, se utilizan pruebas que examinan la

sangre y médula 6sea.

Se pueden utilizar las siguientes pruebas y procedimientos para diagnosticar la
LLA infantil y determinar si las células leucémicas se diseminaron a otras partes

del cuerpo, como el cerebro o los testiculos:

e 1.4.1 Examen fisico y antecedentes: examen del cuerpo para verificar los
signos generales de salud, como la revision de signos de enfermedad,
masas 0 cualquier otra cosa que parezca anormal. Se toman también los
antecedentes médicos de las enfermedades y los tratamientos previos del

paciente.

e 1.4.2 Recuento sanguineo completo (RSC): procedimiento mediante el

cual se toma una muestra de sangre y se analiza lo siguiente:

v’ La cantidad de globulos rojos y plaquetas.
v' La cantidad y el tipo de glébulos blancos.

v' La cantidad de hemoglobina en los glébulos rojos.

14
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Figura 2. Recuento sanguineo completo.

1.4.3 Quimica Sanguinea: procedimiento en el cual se examina una
muestra de sangre para medir las cantidades de ciertas sustancias que los
organos Yy tejidos del cuerpo liberan en la sangre. Una cantidad anormal
(mayor o menor que la normal) de una sustancia puede ser signo de

enfermedad en el 6rgano o el tejido que la elabora.

1.4.4 Puncion lumbar: procedimiento que se usa para extraer una muestra
de liquido cefalorraquideo de la médula espinal. Esto se realiza al
introducir una aguja en la columna vertebral. La muestra de liquido se
examina para identificar células leucémicas. Este procedimiento también se
llama puncién espinal, Este procedimiento se realiza después del
diagnéstico de leucemia a fin de determinar si las células leucémicas se

diseminaron al cerebro y la médula espinal.
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e 1.4.5Biopsia testicular: extraccion de células o tejidos de los testiculos
para que un patologo los observe al microscopio y verifique si hay signos de
cancer. Este procedimiento se realiza solo si parece haber algo inusual en

los testiculos durante el examen fisico.
1.5 Tratamiento de la LLA.

En México el CENETEC emite guias de practica clinica de diferentes
enfermedades que afectan a la poblacion mexicana, entre ellas la LLA, las cuales
son empleadas en el sector salud mexicano en el cual se incluye el Instituto

Nacional de Pediatria.

De acuerdo a los “Protocolos técnicos cancer en nifios”°

, la LLA puede tratarse
con diferentes esquemas de acuerdo al grado de riesgo (Cuadro 1). Cada
esquema de tratamiento comprende al menos cuatro segmentos durante el

tratamiento:

a) Induccion.

b) Consolidacion.

c) Mantenimiento de la quimioterapia.

d) Fase final de cese electivo de la quimioterapia.

Bajo Riesgo I Riesgo habitual | Alto riesgo Muy alto riesgo
Vincristina Vincristina Vincristina Vincristina
L-asparaginasa L-asparaginasa L-asparaginasa L-asparaginasa
Prednisona Prednisona Prednisona

B-Mercaptopurina 6-Mercaptopurina B-Mercaptopurina 6-Mercaptopurina

Hidrocortisona Hidrocortisona Hidrocortisona Hidrocortisona
Ara-C Ara-C Ara-C Ara-C
Dexametasona Dexametasona Dexametasona Dexametasona
Leucovorin Leucovorin Leucovorin Leucovorin
Ciclofosfamida Ciclofosfamida Ciclofosfamida
Doxorrubicina Doxorrubicina
Daunorrubicina Daunorrubicina
Etopésido Etopdsido
6-Tioguanina

Cuadro 1, Esquema de Tratamiento de la LLA acorde al grado de riesgo.
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Los esquemas de tratamiento de acuerdo al tipo de riesgo se describen a

continuacion:

1.5.1 LLA de muy bajo riesgo. Fase de induccién. Busca la reduccion de 2 a 3

log de la carga leucémica, inicia con ventana de esteroide (prednisona) de 1
semana, seguido de la administracion de vincristina y asparaginasa combinada
con prednisona. El tratamiento incluye terapia intratecal (TTI) con MTX,

hidrocortisona y citarabina a una dosis por semana. En la fase de consolidacién se

adicionan altas dosis de MTX (2g/m?sc) para atacar sitios santuarios (SNC y
testiculos) en cuatro administraciones (1 por semana). En la fase de

mantenimiento el objetivo es erradicar la enfermedad minima residual persistente

a la induccién y consolidacién, se administra 6-mercaptopurina (6-MP) y MTX asi

como vincristina y dexametasona hasta por 120 semanas. De acuerdo a los
parametros y valores clinicos de biometria hematica, aspirado de médula 6sea y

puncién lumbar se decide el cese electivo.

1.5.2 LLA de riesgo habitual. Se aplica ventana de inducciéon con prednisona
(60mg/m?dia) seguido de vincristina (2mg/m?dia), asparaginasa (10,000Ul/
m?/dia) y daunorrubicina (30mg/m?/dia). MTX-hidrocortisona a dosis/edad. La
consolidacién se inicia con vincristina (2 mg/m2/dia), ciclofosfamida (1g/m?/dia),
asparaginasa (80 mg/m?%dia) y 6-MP (50 mg/m?/dia). El MTX se administra a 2 g/
m?/dia, 10% en bolo IV y lo restante en infusién continda en 24 h. Una hora
después de iniciar la infusion iniciar TTI con MTX-HC-Citarabina (dosis/edad).
Doce horas después de haber concluido la infusién iniciar rescate con leucovorin.
Para el mantenimiento se administra via TTIl por 6 meses, 6 mercaptopurina, L-
asparaginasa y doxorubicina (1 semana) y a partir del dia 120 se aplica MTX oral
(20 mg/m?%semana) en 2 dosis/semana y 2 tomas/dia.

1.5.3 LLA de alto riesgo. Se divide en las mismas fases que las dos tipos
anteriores, sin embargo las dosis varian de acuerdo a la estirpe celular, en células

pre-B se administra MTX a 2 g/m? y se incluye etopésido a la quimioterapia. Para
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el caso de linaje T se considera de pronostico desfavorable y se incrementa la

dosis de MTX a 5 g/m? asi como etopésido.

1.5.4 LLA de muy alto riesgo. Pacientes con mala respuesta a la ventana de
esteroide y/o no estdn en remision completa después de induccion. Se inicia
ventana de esteroides: prednisona (60 mg/m?) en 3 dosis/7 dias y después con
dexametasona (21 dias consecutivos a 68.5 mg/m?/dia) con etapa de re-induccién
de 1 semana, vincristina a 1.5 mg/m? en bolo directo (dias 8,15, 22 y 29), Ara-C a
75mg/m?/dia en infusién IV de 30 min (del dia 8 al 21), daunorrubicina a 30 mg/m?
en infusion de 1 h (dias 8 y 9), L-asparaginasa a 5000 Ul via IV en 1 h (dias 15,
18, 22, 25, 29 y 33), asi como a 10,000 Ul via IM en 9 dosis (1 por semana),
Terapia IT de MTX a 6 mg para <1 afio o de 8 mg para >1 afio los dias 1y 29, si
se involucré al SNC entonces se aplica los dias 1, 8, 22, 29 y hasta que se dé

resultado negativo.

Ara-C en terapia IT se dosifica a 15 mg para <1 afo o de 20 mg para >1 afio (dia
15) y la hidrocortisona (terapia IT) a 12 mg para <1 afio o de 15 mg para mayores
y es concomitante a MTX y Ara-C. Después de la induccién se inicia
Consolidacién en 3 bloques: MARAM, OCTADD y VIMARAM, este ultimo lo

reciben todos los pacientes.

El MTX y la 6-mercaptopurina son farmacos de amplio uso en la quimioterapia y
con predominancia en el éxito terapéutico de ésta. EI MTX es un farmaco clave en
la fase de consolidacion (cuadro 1), administrandose en dosis dependientes del
tipo de riesgo. Asi mismo, este medicamento es de uso frecuente en la etapa de

mantenimiento:
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Tipo de riesgo Dosis Administracion

Tipo de riesgo Dosis Administracion.

Muy bajo 2g/m* 4 sesiones (1 por semana)

Riesgo habitual 2g/m* 3 sesiones (dias 36, 68, 94)

Alto riesgo (pre-B) 2g/m? 2 sesiones (dias 47, 54)

Alto riesgo (pre-T) 5g/m? 4 sesiones (dias 8, 22, 36 y
50)

Muy alto riesgo 5g/m? 4 sesiones (dias 1 y 8 del
curso MARAM vy del
VIMARAM)

Cuadro 2. Dosis administrada de metotrexato segun el tipo de riesgo de LLA.

1.6 ACIDO FOLICO

El Acido félico también conocido como vitamina B9*®, es una vitamina hidrosoluble

del complejo de vitaminas B.

La forma coenzimatica es el acido tetrahidrofdlico (FH,;), que actia como

transportador intermediario de fragmentos de un atomo de carbono, grupos tales

como: formilo o metilo'’, importante para la sintesis de ADN.

Los folatos activos metabdlicamente son llamados poliglutamatos.

O  COOH

M

H

OH COCH
M
- | M
e -~
N,

Figura 4. Estructura del acido (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-hydroxypteridin-6-

yl)methyllamino}phenyl)formamido]pentanedioico
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1.7 METOTREXATO.

Este conocido inmunosupresor fue inicialmente utilizado sélo como antineoplasico,
fue introducido en 1948 por Farber et al*®, para el tratamiento de la leucemia
aguda. Desde entonces ha sido usado en dosis bajas en el manejo de psoriasis, y

varias enfermedades reumaticas.

OH

Imagen 5. Acido (2S)-2-[(4-{[(2,4-diaminopteridin-6-

imetilj(metil)amino}benzoil)amino]pentanodioico.
1.7.1 Propiedades Fisico-quimicas del MTX

e Anélogo de folatos.
e Administracion: PO, IM, IV, SC, Intratecal.
e Utilizado en el tratamiento de Cancer (Leucemia), Psoriasis, Enfermedades

autoinmunes (reumatismo).
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1.7.2 Farmacocinética.

1.7.2.1 Absorcion.

En pacientes pediatricos con leucemia, la absorcién oral de MTX parece ser
dependiente de la dosis y se ha informado que varia ampliamente desde 23%
hasta 60%, con una Cmax de 0.05-1045.2 ug/mL, después de una administracion

oral de 20mg/m?.

Existe también una amplia variabilidad en el tiempo en el que se presenta la
concentracion maxima (Tmax), que va desde las 0.67 hasta las 4 horas después

de la administracion.

Ha sido demostrado que la comida retarda la absorcidon y reduce la concentracion

maxima.

El MTX generalmente se absorbe completamente en vias parenterales. Después
de una inyeccion IM, las concentraciones séricas maximas se producen de 30 a 60

minutos.

1.7.2.2 Distribucién.

Después de la administracion intravenosa, el volumen inicial de distribucion es de
0.18 L/Kg (18% del peso corporal), y el volumen de distribucion en estado
estacionario es aproximadamente 0.4 a 0.8 L/Kg (40 a 80% del peso corporal).

El MTX tiene una unién a albimina de 35 a 50%.

1.7.2.3 Metabolismo.

Después de la absorcion el MTX sufre un bajo metabolismo hepético (hidroxilacion
por la aldehido oxidasa, produciendo 7-hidroximetotrexato®) e intracelular
(principal) a poliglutamatos los cuales pueden convertirse de nuevo a MTX por

enzimas hidrolasas.

21



Pequefias cantidades de poliglutamatos de MTX pueden permanecer en tejidos

durante periodos prolongados.

La vida media (t12) del MTX es entre 8 y 15 horas a las dosis usadas en la terapia

antineopléasica.

1.7.2.4 Excrecion.

La excrecion renal es la principal via de eliminacion, cerca del 80% al 90% de la
dosis administrada se excreta inalterada en la orina dentro de las 24 horas.

1.7.3 Mecanismo de accion.

El transporte del folato y farmacos estructuralmente analogos a éste, como el
MTX, ocurre por dos mecanismos diferentes; ambos implican un transporte activo
a través de la membrana celular. EI mecanismo mas relevante esta asociado a
una proteina unidora de folato asociada a la membrana (FBP), la cual posee alta
afinidad por los folatos y sus derivados. Se expresa en multiples lineas celulares y
su concentracion se incrementa cuando las células estdn adaptadas a bajas

concentraciones de folato.!!

Cuando existen altas concentraciones, el MTX difunde de manera pasiva. La
difusidén pasiva es la mas importante en las células mutagénicas, dado que éstas

no expresan el transportador de alta afinidad.™

Una vez en el espacio intracelular, el MTX es convertido a poliglutamatos, **** los

cuales son metabolitos de larga vida media.

El mayor blanco del MTX es la enzima dihidrofolato reductasa (DHDR), la cual es
inhibida por la accion de los poliglutamatos, los que también poseen actividad
inhibitoria sobre otras enzimas folato-dependientes, como la timidilato sintetasa
(TS), 5-amino-imidazol-4-carboxamida ribonucleétido transformilasa (AICAR),
entre otras.' Por lo tanto, el MTX interfiere en con la sintesis del ADN, asi como la

reparacion y la replicacién celular.*
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1.7.4 Efectos adversos.

Los que se presentan con mayor frecuencia son las Ulceras orales, nauseas,
vomitos y diarrea, que pueden estar acompafadas de cefalea y somnolencia. En
ocasiones se observa una elevacion de las enzimas hepaticas, por lo que se
aconseja su monitorizacion. Con menor frecuencia se describen mielosupresion,

neumonitis por hipersensibilidad, fibrosis y cirrosis hepatica.

Se observa una menor frecuencia de efectos adversos al adicionar acido foélico o

polinico, sin una disminucién en la eficacia clinica.** **

1.7.5 Importancia del MTX y validacion de un método analitico para su
cuantificacion en sangre y plasma.

Dada la importancia del MTX en el tratamiento de la LLA infantil en el INP asi
como su amplia variabilidad farmacocinética, se buscé implementar y validar un
método analitico para su cuantificacion y con ello evitar la citotoxicidad del
farmaco esto en base a los «protocolos técnicos cancer en nifios», el cual indica
que el remanente de MTX a las 24 horas posteriores a su administracién debe ser
inferior a 1.0uM (0.454 pg/mL).

Cabe sefialar que existen diferentes métodos analiticos que permiten cuantificar
MTX, sin embargo, el mas empleado por su costo y eficiencia es la cromatografia
de liquidos de alta resolucién. En el cuadro 3 se presentan los métodos por
cromatografia de liquidos de alta resolucién para la cuantificacion de MTX,

encontrados durante la revision bibliogréfica.
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1.8 Métodos analiticos para la cuantificaciéon de MTX en sangre y

plasma.
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Cuadro 3. Métodos para cuantificacion de MTX en sangre y plasma por HPLC.
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1.9 Cromatografia de liquidos (HPLC).

La cromatografia liquida es una técnica fisica de separacion de mezclas. Consiste
en una fase estacionaria (columna) y una fase movil la cual se mueve en una

direccion definida, esté ultima actlia como portador de la muestra a analizar.

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) se
encuentra dentro de la cromatografia de elucion. En ésta, un liquido (fase movil)
circula en intimo contacto con un sélido u otro liquido inmiscible (fase
estacionaria); al introducir una mezcla de sustancias (analitos) en la corriente de
fase movil, cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad
diferente que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone
que después de terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de

las sustancias introducidas en el sistema eluira con un tiempo diferente.

Figura 6. Proceso de separacion de una mezcla en HPLC.
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La cromatografia de liquidos de alta resolucibn es una técnica ampliamente

utilizada en la investigacion y analisis biologico gracias a su elevada sensibilidad y

alta exactitud ademas de que es adecuada para la separacion de especies

termolabiles o no volatiles.

Técnicas de cromatografia en HPLC.

Tipos de HPLC

Fase Normal
(Compuestos polares)

Fase Reversa
(Compuestos poco polares)

Fase estacionaria polar.
(silice o alumina con: -CN, -
Diol, -NH2).

Fase estacionaria apolar.
(silice o alumina con: -CH3,

Fase moévil apolar.

-C8H17,-C18H37)

Fase movil polar.(MeOH,
THF, ACN y disoluciones

acuosas).

Figura 7, Tipos de cromatografia en HPLC
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1.9.1 Instrumentacion HPLC.

Los componentes basicos de un sistema cromatografico para HPLC son: Fase

movil, Bomba, Inyector, Columna (Fase estacionaria), detector, Registrador,

Integrador.

a) Fase Movil.
b) Bomba.

d) Inyector.

f) columna.

g) Detector.

h) Registrador.

j) Recolector de desechos.

Figura 8. Equipo HPLC.
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1.10 Validacion de métodos analiticos.

La validacion es la confirmacion mediante el suministro de evidencia documental
de que se han cumplido los criterios de calidad de un método analitico para una

utilizacion o aplicacion especifica prevista.

Validacion de un procedimiento analitico: es el procedimiento para establecer
pruebas documentales que demuestren cientificamente que un método analitico
tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir los

requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas.

1.10.1 Propdsitos de la validacion de un método analitico.

La validaciéon de un método analitico permite emitir resultados exactos y precisos,

gue sean reproducibles para asi generar confiabilidad.

1.10.2 Tipos de métodos analiticos.

v Métodos normalizados.

Método analitico desarrollado por un organismo de normalizacién u otro
organismo reconocido cuyos métodos son generalmente aceptados por el

sector técnico correspondiente (ILAC-G18).*
v' Métodos no normalizados.

Método analitico desarrollado por un tercero o que ha sido aceptado por el
laboratorio a partir de un método normalizado (ILAC-G18).

v' Métodos desarrollados por el laboratorio.

Método analitico que no se encuentra en normas u otras colecciones de
métodos, ni en publicaciones de terceros, habiendo sido desarrollado por el

propio laboratorio.*
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* El desarrollo del método, asi como su adaptacion, incluyen la etapa de su

validacion.

1.10.3 Métodos que deben validarse.

1. Los métodos no normalizados.
2. Métodos disefiados por el laboratorio.
3. Los métodos normalizados que han sido modificados por el laboratorio o

utilizados fuera del alcance previsto.

1.10.4 Parametros de desempefio del método analitico.

Son las propiedades, caracteristicas o capacidades cuantificables del método que
indican su grado de calidad; incluyen exactitud, repetibilidad, reproducibilidad,
selectividad, limite de cuantificacién, curva de calibracién (linealidad), estabilidad

de la muestra.

1.10.5 Definiciones de los parametros de desempefio™.

Exactitud: Expresa la cercania entre el valor que es aceptado, sea como un valor
convencional verdadero, sea como un valor de referencia aceptado (material de

referencia certificado) y el valor encontrado (valor promedio).

Linealidad: Habilidad del procedimiento analitico de obtener resultados de prueba

gue sean directamente proporcionales a la concentracién de analito en la muestra.

Limite de cuantificacion: Cantidad mas pequefia del analito en una muestra que
puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable. Es un
pardmetro del analisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices
de muestra y se usa particularmente para impurezas y productos de degradacion.

Se expresa como concentracion del analito.
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Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto, se evalia como repetibilidad y reproducibilidad;

Repetibilidad: A la precision de un método analitico que expresa la variacion
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes

realizadas en las mismas condiciones;

Reproducibilidad: A la precision de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo,

columnas o analistas;

Selectividad: a la capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar

el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la muestra.

Estabilidad de la muestra: A la propiedad del compuesto por analizar, de

conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su andlisis.

* Busqueda bibliografica (informacion sobre el analito a estudiar).
+ oficiales
* Publicaciones.

+* Definir las condiciones.
* Equipo
* Reactivos
* Muestreo

*Estandarizacion del metodo. 3
*Condiciones dptimas.
*Practicidad.
-Idoneim J

*Validacion.

Cuadro 4. Etapas para desarrollar y validar un método analitico.
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1.11 Pardmetros para validar un método analitico acorde a la NOM-177-
SSA1-2013.

En nuestro pais la norma oficial vigente en donde se incluye un apartado para la
validacién de métodos analiticos es la NOM-177-SSA1-2013 “Que establece las
pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.
Requisitos a que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las
pruebas”, este es un documento oficial mexicano en el que se encuentra el
apartado 9.1 “validacion de métodos analiticos”, el cual es seguido en las
instituciones de salud publica como lo minimo necesario para validar un método

analitico.

El INP al ser un hospital de salud publica sigue estos lineamientos para la

validacion de los métodos analiticos que en él se implementan.

El apartado 9.1 de esta norma “validacion de métodos analiticos” se describen los

pardmetros minimos que se deben cumplir para completar la validacion.
Los pardmetros son los siguientes:

e Curva de calibracion (linealidad).

e Precisiéon (Repetibilidad y reproducibilidad).
e Exactitud.

e Estabilidad.

e Limite de cuantificacion.

e Selectividad.
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1.12 Objetivos

Generales.

e Optimizar y validar un método analitico por HPLC para la cuantificacion de
metotrexato en muestras de sangre y plasma de pacientes con diagnostico

de Leucemia Linfoblastica Aguda.

Especificos

o Optimizar un método analitico por cromatografia de
liquidos de alta resolucion para cuantificacion de metotrexato en muestras
de sangre y plasma en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria.

o Validar el método analitico determinando Ila
estabilidad, selectividad, linealidad, exactitud y precision acorde a la NOM-
177-SSA1-2013.

o Implementar posteriormente el método validado para
cuantificar MTX en muestras de pacientes con diagnéstico de LLA del INP y
como parte fundamental del proyecto de “Farmacogenética del metotrexato”
correlacionar los SNPs en genes responsables de la farmacocinética de

este antineoplasico.
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1.13 Justificacion

Debido al mecanismo de accion del farmaco metotrexato de inhibir enzimas del
metabolismo de folatos y en consecuencia afectar la sintesis de ADN y proteinas,
es necesario vigilar que los niveles alcanzados para evitar la citotoxicidad del

farmaco.

Altos niveles plasmaticos de metotrexato conllevaran a la afectacion de tejidos y
organos no blancos (citotoxicidad). Por lo tanto en el Instituto Nacional de
Pediatria es necesario optimizar y validar un método analitico que permita

cuantificar los niveles plasméaticos de MTX en poblacion pediatrica.

Este método ademéas es de suma importancia para desarrollar un proyecto de
farmacogenomica que buscar correlacionar polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) de proteinas del metabolismo del farmaco con las concentraciones
encontradas en los pacientes bajo tratamiento de quimioterapia

33



2. parte experimental.

2.1 Materiales.

Tubos Axigen® de 1.5 mL.

Puntas de volumen variable para micropipetas.
Matraces volumétricos de 1000 mL.
Vasos de precipitados de 500 y 1000 mL.
Agitadores magnéticos.

Frascos de vidrio de 500 y 1000mL.
Matraces Kitasato de 500 mL.

Gradillas para microtubos.

Embudos de tallo corto y largo.

Embudo de filtracion Millipore®.
Membranas de filtracion (medidas).
Insertos para equipo HPLC.

Tubos falcon de 15 mL.

Matraces volumétricos de 10y 5 mL.
Probeta graduada de 500 mL.

Matraces Erlenmeyer de 500mL.

Pipetas Pasteur con bulbo.

Guantes de nitrilo.

AN N N N N T N N N N N N N N NN

Cubrebocas.



2.2 Equipos e instrumentos

Agitador Voértex®.

Centrifuga para microtubos.

Bafio de ultrasonido.

Campana de extraccion.

Parrilla de agitacion magnética.
Bomba de vacio.

Crondmetro.

Ultra congelador a -80°C (Panasonic).
Congelador a 4°C (Torrey)

Bomba Waters modelo 515.
Autoinyector Waters modelo 717.
Detector UV-Vis Waters modelo 486.

Balanza analitica OHAUS ™

Potenciémetro.

Micropipeta volumen variable de 1-20 (L.
Micropipeta volumen variable de 20-200 (L.
Micropipeta volumen variable de 100-1000 [IL.
Equipo desionizador Millipore.

Equipo destilador Millipore.

N N N N T N N N N N N U N N N N N N SR

Jeringas de 5y 10 mL

Columna Gemini C18 (Phenomenex) de 150 x 4.6 mm, 5 um.
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2.3 Reactivos y sustancias de referencia.

2.3.1 Reactivos.

AN N N N SRR

Eter dietilico

Acetona

Butanol

Fosfato dibasico de sodio monohidratado
Agua desionizada.

Solucion salina isoténica.
Tetrahidrofurano

Dodecilsulfato de sodio

2.3.2 Sustancias de Referencia.

NS N N N N N T U N N N N NN

Metronidazol, ICN Biomedicals, LT 6159B.
Dextrometorfano, ICN Biomedicals, LT 9462C.
Piroxicam, Laboratorios Senosiain, LT 0512010939.

Meloxicam, Laboratorios Senosiain, LT 0601011135.

Ranitidina, ICN Biomedicals, LT R12112

Ketorolaco, Laboratorios Senosiain, LT 0606011711.

Verapamilo, ICN Biomedicals, LT 1190A.
Naproxeno, ICN Biomedicals, LT 8065E.
AAS, SIGMA, LT 94F0424.

Acetaminofén, ICN Biomedicals, LT 2330C.
Propanolol, MP Biomedicals, LT 3304H.
Salicilamida, ICN Biomedicals, LT 2216E.
Sulfametoxazol, SIGMA, LT 027K2097.
Trimetroprim, ICN Biomedicals, LT 6776E.

2.4 Sustancia de referencia MTX.

v Metotrexato, MP Biomedicals, lote: MR29561 Grado USP, EXP: 04/30/2017.
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2.5 Material Bioldgico.

v/ Sangre humana.

v" Plasma humano.

Ambos obtenidos del Banco de Sangre del Instituto Nacional de Pediatria

mediante oficio de donacién para uso en investigacion clinica. (Anexo Ill)

3. Validacion del método analitico.

Posterior a la busqueda bibliografica de las diferentes técnicas cromatogréaficas
utilizadas para la cuantificacion de MTX en sangre y plasma, se compararon las
diferentes técnicas encontradas, los diferentes reactivos utilizados en cada una de
ellas, los rangos de andlisis, etc., En base a esto se definid y adecud a nuestros

objetivos las técnicas descritas en los diagramas 1y 2.

3.1 Condiciones cromatogréaficas adecuadas para cuantificacion de
MTX en sangre y plasma.

Condiciones cromatograficas

Fase Movil. Solucion amortiguadora de fosfato dibasico de
sodio monohidratado con una concentracién de
0.05M a un pH de 4.85 con tetrahidrofurano
(95%/5% viv).

Fase estacionaria Columna Gemini C18.

Volumen de inyeccion. 100 pL.

Longitud de onda. 313 nm.

Flujo. 1.00 mL/min.
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3.2 Cuantificacién de metotrexato en sangre y plasma.

Para establecer la curva de calibracion y acorde al equipo utlizado en el
laboratorio de farmacologia del INP, se siguio lo descrito en la NOM-177-SSA1
2013, resultando un valor de 0.25 pg/mL y un limite superior de 10.00 pg/mL.

3.3 Preparacion de la solucion amortiguadora de fosfato dibasico de
sodio monohidratado 0.05M pH=4.85

Para la preparacion de 1.00L de solucion amortiguadora de NaH,PO,4-H,O 0.05M
se pesan 6.90 gramos del compuesto, posteriormente se aflade a un matraz
volumétrico de 1.00L, se afora con agua desionizada y finalmente es llevando a un
pH de 4.85 con NaOH 0.50N.

3.4 Preparacion de la solucién de SDS (docecil sulfato de sodio) 0.15M
para lisar los eritrocitos en muestras de sangre.

Para la preparacion de 250mL de solucion de SDS 0.15M se pesaron 10.81g de
SDS, al ser un detergentes es muy importante el uso de cubrebocas para su
manipulacion, posteriormente se traspasaron a un matraz aforado de 250mL y se

afor6 con agua desionizada.

38



3.5 Preparacién de las diluciones de MTX para la curva de calibracién y

concentraciones de la curva de calibracion.

Acorde a la literatura consultada el MTX es soluble en SSI ligeramente alcalina,

por lo que se prepard una solucion stock de MTX a una concentracion de 1mg/mL

de la cual se realizaron disoluciones para obtener los 7 puntos de la curva de

calibracion y los cuatro controles de calidad.

De la solucién stock de 1mg/mL, se obtuvo una segunda solucién stock de

100pg/mL ambas utilizadas para la preparacion de la curva de calibracion.

Tabla 3. Concentracion de la curva de calibracién y disoluciones para su preparacion

Punto de la curva.

Concentracion final

Concentracion de la

mL atomar de las

Volumen a aforar.

en sangre. solucién de trabajo. soluciones stock.

1 0.25 pg/mL 2.5 pg/mL 125 pL de 100 pg/mL 5mL

2 0.50 pg/mL 5.0 pg/mL 250 pL de 100 pg/mL 5mL

3 1.00 pg/mL 10.0 pg/mL 500 pL de 100 pg/mL 5mL

4 2.50 pg/mL 25.0 pg/mL 125 pL de 1000 5mL
pg/mL

5 5.00 pg/mL 50.0 pg/mL 250 pL de 1000 5mL
pg/mL

6 7.50 pg/mL 75.0 pg/mL 375 pL de 1000 5mL
pg/mL

7 10.00 pg/mL 100.0 pg/mL 500 pL de 1000 5mL
pg/mL

LIC 0.25 pg/mL 2.5 pg/mL 125 pL de 100 pg/mL 5mL

MCB 0.75 pg/mL 7.5 pg/mL 375 pL de 100 pg/mL 5mL

MCM 4.00 pg/mL 40.0 pg/mL 200 pL de 1000 5mL
pg/mL

MCA 8.00 pg/mL 80.0 pug/mL 400 pL de 1000 5mL
pg/mL
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Imagen 8. Curva de calibracion obtenida para cuantificacién de MTX en sangre y plasma.(diferente

cada dia de anlisis).

3.6 Técnica de extraccion de MTX en muestras de sangre y plasma.

Se colocaron 180 pL de sangre o plasma + 20 pL de estandar de MTX en
solucion en un tubo eppendorf de 1.5mL (tubo 1), se agitd en vértex por 1 min y se
agrego 50uL de SDS para lisar los eritrocitos, se agité por 1 min mas, se agrego
250uL de acetona como agente desnaturalizante, se agité por 5 min y se
centrifugd por 10 minutos a 10,000 rpm, se agrego en otro tubo eppendorf (tubo 2)
400uL de butanol + 500uL de éter dietilico al cual se agrego el sobrenadante del
tubo 1 que se centrifugod; este ultimo (tubo 2) se agitd una vez mas por 5 minutos y
se descart6 el sobrenadante, a la fase acuosa del tubo eppendorf se le agreg6 SSI
hasta un volumen de 100uL se tomd la muestra resuspendida y se paso al inserto
del equipo HPLC agregando 10uL mas de SSI para obtener un volumen final de
110uL. Para el plasma se tomaron los mismos volimenes de plasma y estandar
gue en sangre, omitiendo el paso de adicion de SDS.
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10 min
SDS 50 L  Centrifugacion.

4+ MTX 20 uL Vértex 1 min. ()
Sobrenadante
Acetona 250 uL

Vértex 5 min.

180 L de sangre
(tubo 1).

Precipitado
ajustado a vol.
de 110 pL c/SSI

— f P —

10 min
Centrifugacion Butanol 400 pL
+ Eter 500 uL

(tubo 2)
Inyectar 100 pL
al sistema
Diagrama 1: Extraccion MTX en sangre.
10 min
Acetona 250 pL Centrifugacion.
+ MTX20puL Vértex 5 min. (j
Sobrenadante
180 pL de sangre
(tubo 1).
Precipitado
ajustado a vol.
de 110 pL ¢/SSI
10 min

Centrifugacion Butanol 400 pL
+ Eter 500 pL
(tubo 2)

Inyectar 100 pyL
al sistema

Diagrama 2: Extraccién MTX en plasma.
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4. Resultados de la validacion.

A continuacidon se presentan los resultados obtenidos durante la validacion en
sangre total y plasma acorde al apartado 9.1 de la NOM-177-SSA1-2013.

4.1 Selectividad en sangre y plasma.

Tal como se describié anteriormente, la LLA infantil puede provocar un cuadro de
multiples sintomatologias, las cuales para su tratamiento el oncdélogo recurre a la

administracion de otros medicamentos al paciente

Por tal motivo y con el objetivo de corroborar la selectividad del método de
extraccion en el analisis de metotrexato (MTX), se evaluaron un total de 14

farmacos diferentes para evaluar su posible interferencia con el analisis del MTX.

Metronidazol.
Dextrometorfano.
Piroxicam.
Meloxicam.
Ranitidina.
Ketorolaco.
Verapamilo
Naproxeno.
AAS.
Acetaminofén.
Propanolol.
Salicilamida.

Sulfametoxazol.

NN N N N N N N N N N NN

Trimetroprim.
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Al analizar los anteriores farmacos a una concentracion de 10ug/mL (cabe sefnalar
que no se evalué la concentracion plasmatica normal de cada farmaco y la
concentracion analizada fue tomada como el valor mas alto de la curva de
calibracion del MTX, esto solo con el fin de obtener una sefial que pudiera interferir
con la sefal del MTX). En el andlisis de las muestras de farmacos con MTX sélo
dos mostraron una sefial detectable por nuestro método mostrandose los

cromatogramas a continuacion.

Cromatograma de extraccion de Metotrexato con ranitidina.

MTX + Ranitidina

0.4

: | A\

S R A

-

m

3 0 ~

< ) 1 2 3 4 5 6
0.2

Tiempo (min)

Ranitidina: 2.22min, MTX 4.85min

Cromatograma de extraccion de metotrexato con Metronidazol.

MTX + Metronidazol

0.4
A

A
0.1 A I \
NN

D 1 2 3 4 5 6

03

Abs 313 nm

Tiempo (min)

Metronidazol: 4.11min, MTX 4.85min
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4.2 Linealidad (curva de calibracion).

Se prepararon 6 curvas de MTX en concentraciones de 0.25, 0.50, 1.00, 2.50,
5.00, 7.50 y 10.00 pg/mL en cada matriz a evaluar durante la validacion (sangre y
plasma).

La linealidad del método en el intervalo de concentracion estudiado se comprobé
calculando la recta de la regresion, el coeficiente de correlacion, la relacién de
areas con respecto a la concentracion de las seis curvas de control analizadas asi

como la recuperacion de cada curva de control al aplicar el arreglo lineal.

Adicionalmente para cada prueba (referencia en sangre y plasma), se realizé una

prueba estadistica de regresion lineal con el programa GraphPad Prism® V. 5.

En las tablas 4 y 5 se muestran los resultados de la prueba de linealidad para seis
curvas de calibracibn en sangre y plasma respectivamente, expresados en
relacion de area de MTX con respecto a la concentracion nominal. El promedio de
los valores de areas de MTX vs concentracion nominal fue ajustado a través de un

arreglo lineal.
Ecuacion de la linea recta:
y=m*x+Db

4.2.1 Prueba de linealidad patron primario de MTX para sangre.

Relacion de areas prueba linealidad en sangre

Concentracion

{ng/mL)
Curval 157912.000 | 261333.000 | 515984.000 | 1235792.000 | 2366812.000 | 3594746.000 | 4614423.000
Curva 2 160089.000 | 263554.000 | 521769.000 | 1252623.000 | 2435920.000 | 3650511.000 | 4730617.000
Curva 3 161101.000 | 269166.000 | 522821.000 | 1266600.000 | 2472631.000 | 3706507.000 | 4812084.000
Curvad 165720.000 | 254098.000 | 531782.000 [ 1323899.000 | 2489810.000 | 3746996.000 | 4685895.000
Curvas 164749.000 | 262852.000 | 534400.000 ( 1337550.000 | 2521645.000 | 3848955.000 | 4882621.000
Curva g 165219.000 | 260915.000 | 544759.000 [ 1297987.000 | 2521711.000 | 3817208.000 | 4948645.000
Promedio 162465.000 | 261986.333 | 528585.833 | 1286408.500 | 2468088.167 | 3727553.833 | 4779047.500
sD 3213.468 4869.354 10431.683 39653.467 59207.890 97112.225 125464.194
C.V. (%) 1.978 1.859 1.974 3.082 2.399 2.605 2.625

0.25 0.5 1 2.5 5 7.5 10
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La curva de calibracibn del estandar de metotrexato en el

rango de
concentraciones estudiadas responde a la ecuacion y=479354x + 55917 y a un

coeficiente de correlacion igual a 0.9993 para el analisis en sangre.

4.2.3 Prueba de linealidad de patron primario de MTX en plasma.

Tabla 5. Linealidad del método para cuantificar MTX en plasma.

Relacion de dreas prueba linealidad en plasma
Concentracidn
0.25 0.5 1 2.5 3 7.3 10
(ng/mL)
Curval 165074.000 | 267172.000 | 532747.000 | 1237182.000 | 2314552.000 | 3572147.000 | 4620680.000
Curva 2 162572.000 | 263298.000 | 526873.000 | 1210651.000 | 2485727.000 | 3551844.000 | 4819612.000
Curva 3 159533.000 | 257038.000 | 526112.000 | 1213271.000 | 2472014.000 | 3563548.000 | 4735085.000
Curvad 162502.000 | 263498.000 | 523648.000 | 1360773.000 | 25869559.000 | 3869296.000 | 4868285.000
Curva 5 159081.000 | 265245.000 | 534783.000 | 1316960.000 | 2513961.000 | 3862984.000 | 4651106.000
Curvab 162531.000 | 262430.000 [ 333212.000 | 1324353.000 | 2523792.000 | 3732749.000 | 4897764.000
Promedio 162015.500 | 263113.500 | 529563.500 | 1277205.000 | 2482834.167 | 3692094.667 | 4772756.667
sD 2175.452 3422732 4578.252 64667.781 91578.094 150225.250 | 107588.418
C.V. (%) 1.343 1.301 0.865 3.062 3.688 4.069 2.254

477683x + 57365 con un coeficiente de correlacién igual a 0.9995.

La curva de calibracién para el analisis en plasma responde a la ecuacion;

y:
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4.2.4 Recuperacion al aplicar el arreglo lineal en sangre y plasma.

En las tablas 6 y 7 se muestran los resultados de la prueba de linealidad para seis

curvas de calibracion en sangre y plasma respectivamente, expresados como

concentracion recuperada al aplicar el arreglo lineal.

Tabla 6. Concentracion de MTX recuperada al aplicar el arreglo lineal en sangre.

Concentracion recuperada al aplicar el arreglo lineal en sangre.

Concentracion 0.25 0.50 1.00 2.50 5.00 7.50 10.0
(ug/mL)
Curva 1l 0.213 * 0.960 2.470 4.821 7.382 9.510
Curva 2 0.217 0.433 0.972 2.496 4.965 7.499 9.752
Curva 3 0.219 0.445 0.974 2.526 5.042 7.616 9.922
Curva 4 0.229 0.413 0.993 2.645 5.077 7.700 9.659
Curva 5 0.227 0.432 0.998 2.674 5.144 7.913 10.069
Curva 6 0.228 0.428 1.020 2.591 5.144 7.847 10.207
Promedio 0.222 0.430 0.986 2.567 5.032 7.660 9.853
X % Desviacion 9.579 13.960 2.050 3.133 2.070 2.656 2.388
SD 0.007 0.010 0.022 0.083 0.124 0.203 0.262
C.V. (%) 3.016 2.363 2.207 3.223 2.455 2.645 2.656
*Datos omitidos al no cumplir con el criterio del valor nominal real < 15%.
Tabla 7. Concentracién de MTX recuperada al aplicar el arreglo lineal en plasma.
Concentracion recuperada al aplicar el arreglo lineal en plasma.
Concentracién 0.25 0.50 1.00 2.50 5.00 7.50 10.0
(Mg/mL)
Curva l 0.225 0.439 0.995 2.470 4.725 7.358 9.553
Curva 2 0.220 0.431 0.983 2.414 5.084 7.315 9.969
Curva 3 0.215 * 0.981 2.420 5.055 7.340 9.801
Curva 4 0.221 0.432 0.976 2.729 5.296 7.980 10.071
Curva 5 0.213 0.435 0.999 2.637 5.143 7.967 9.700
Curva 6 0.220 0.429 0.996 2.652 5.163 7.694 10.133
Promedio 0.219 0.433 0.989 2.554 5.078 7.609 9.871
X % desviacion. 12.400 13.360 1.167 4.760 3.387 3.618 1.968
SD 0.005 0.004 0.010 0.135 0.192 0.314 0.225
C.V. (%) 2.079 0.924 0.970 5.301 3.776 4.133 2.282

*Datos omitidos al no cumplir con el criterio del valor nominal real < 15%.
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4.2.5 Prueba significancia estadistica linealidad en sangre.

Como se menciono, adicionalmente se realiz0 a las curvas de calibracion un
andlisis estadistico de regresion lineal, esto con el fin de corroborar
estadisticamente la linealidad del método, para ello se establecieron las hipotesis
estadisticas HO y H1 con las cuales se pretendido demostrar si la pendiente de
nuestra curva es diferente a 0 y con ello concluir que existe una relacion

concentracion-respuesta lineal.

En las tablas 8 y 9 se muestran los valores obtenidos del analisis estadistico de
regresion lineal realizado a las curvas de calibracion (valores promedio) en sangre

y plasma respectivamente.

Tabla 8. Valores del andlisis estadistico de regresion lineal de la curva en sangre.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado medio. FO. F0.05,1,5
variacion. cuadrados. libertad.
Regresion. 1.6424E+13 1 1.6424E+13 4985.704 6.61
Error residual. 1.3177E+10 5 3294239781
Total. 1.6437E+13 6
HO: 1 =0
H1: B1#0

Rechazo o no rechazo de HO.
FO>FO0.05,1,5

Se rechaza HO.
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4.2.6 Prueba significancia estadistica linealidad en plasma.

Tabla 9. Valores del analisis estadistico de regresién lineal de la curva en plasma.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado medio. FO. F0.05,1,5
variacion. cuadrados. libertad.
Regresion. 1.9758E+13 1 1.9758E+13 10015.996 6.61
Error residual. 9863248624 5 1972649725
Total. 1.9768E+13 6
HO: B1=0
H1:B1#0

Rechazo o no rechazo de HO.
FO>FO0.05,1,5
Se rechaza HO.

Con los anteriores resultados se concluye con el 95% de confianza que
existe evidencia significativa de que las pendientes en las curvas de sangre

y plasma son diferentes de 0.

Los siguientes datos nos muestran los valores del intervalo de confianza del
intercepto cuando X es igual a =0, ademas se muestran las curvas de regresion

lineal y los graficos de residuales de la prueba en sangre y plasma.
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Limite de confianza del intercepto curva en sangre. Graphpad Prism®.

Intercepto en Y cuando X=0.0:

Limite inferior: -18440

Limite superior: 130300

Limite de confianza del intercepto. Graphpad Prism®.

Intercepto en Y cuando X=0.0:

Limite inferior: -6899

Limite superior: 120800

Grafica linealidad en sangre.

Linealidad MTX en Sangre
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Figura 9, Grafica regresion lineal MTX en sangre.



Graficaresiduales linealidad sanqgre.

Grafico de residuales en sangre
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Figura 10, Gréfico de residuales prueba en sangre.

Gréafica linealidad en plasma.

Linealidad MTX en Plasma
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Figura 11, Gréfica regresion lineal MTX en plasma.
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Graficaresiduales linealidad plasma.

Grafico de los residuales en plasma
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Imagen 12. Grafico de residuales prueba en plasma.

4.3 Precisiéon en sangre y plasma (Medida como repetibilidad y
reproducibilidad).

Repetibilidad.

En la tabla 10 se presentan los resultados correspondientes a la repetibilidad en
sangre y plasma, la cual se realizdé analizando por quintuplicado en un mismo dia
las muestras: LIC, MCB, MCM, MCA, calculando la concentracion obtenida para
cada nivel interpolando su respuesta analitica en la curva de calibracion. Como
criterio de aceptaciéon se tomé el %CV del valor promedio el cual no debe ser
mayor que el 15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser

menor o igual que 20%.

En la tabla 11 se ilustran de manera resumida los valores del %CV de los datos de

repetibilidad en sangre y plasma.
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4.3.1 Datos Repetibilidad en sangre y plasma.
Tabla 10. Datos repetibilidad en sangre y plasma.

Datos Repetibilidad en sangre y plasma

Concentracion nominal (ug/mL) Concentracion obtenida | Concentracion obtenida
en sangre (ug/mL) en plasma (ug/mL)

0.286 0.235
0.239 0.209
LIC = (0.25pg/mL) 0.229 0.248
0.254 0.232
0.208 0.284
Promedio 0.244 0.242
SD 0.029 0.028
%CV 12.034 11.364
0.738 0.662
0.596 0.670
MCB = (0.75pg/mL) 0.670 0.705
0.728 0.738
0.627 0.684
Promedio 0.672 0.692
SD 0.062 0.031
%CV 9.205 4.416
4.227 4,232
4,412 4.028
4.607 4.086
3.830 4.681
Promedio 4121 4.289
SD 0.438 0.266
%CV 10.636 6.205
7.533 8.988
8.101 8.023
8.782 8.020
8.856 8.064
Promedio 8.414 8.377
SD 0.582 0.473
%CV 6.914 5.643

Tabla 11. Datos comparativos repetibilidad en sangre y plasma.

Resultados comparativos repetibilidad

Sangre (%) Plasma (%)
LIC* =12.034 LIC** =11.364

N=5 MCB = 9.205 MCB =4.416
Cv* MCM = 10.636 MCM = 6.205
MCA =6.914 MCA =5.643

* Criterio de aceptacion: CV<15%
** Criterio de aceptacion: CV <20%
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4.3.2 Reproducibilidad en sangre y plasma

La tabla 12 y 13, muestran los resultados de la reproducibilidad del método en
sangre y plasma respectivamente, la cual fue determinada analizando por
quintuplicado durante tres dias y corridas analiticas diferentes las muestras: LIC,
MCB, MCM, MCA. Calculando la concentracibn obtenida para cada nivel
interpolando su respuesta analitica en la curva de calibracion. Como criterio de
aceptacion se tomo el %CV del valor promedio el cual no debe ser mayor que el
15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe ser menor o

igual que 20%.

En la tabla 14 se ilustran de manera resumida los valores del %CV de los datos de

reproducibilidad en sangre y plasma.

Datos en sangre
Tabla 12. Datos reproducibilidad en sangre.

Dia LIC MCB MCM MCA
(0.25pg/mL) | (0.75pg/mL) | (4.00pg/mL) | (8.00pg/mL)

0.268 0.628 3.432 8.669

0.288 0.686 3.838 8.033

Dia 1. 0.234 0.681 4.130 7.167

0.254 0.568 4.480 8.566

0.235 0.533 3.872 8.078

0.231 0.838 3.860 8.066

0.272 0.846 4,232 8.599

Dia 2. 0.235 0.686 4,113 8.111

0.266 0.698 4.005 8.093

0.238 0.676 3.970 8.102

0.285 0.718 4.040 7.865

0.236 0.687 4.402 8.235

Dia 3. 0.289 0.745 3.972 8.352

0.235 0.653 3.780 8.034

0.276 0.657 4.402 8.663

Promedio 0.257 0.687 4.035 8.176

S.D. 0.022 0.083 0.275 0.382

%CV 8.740 12.066 6.803 4.668
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Datos Plasma.

Tabla 13. Datos reproducibilidad en plasma.

Dia LIC MCB MCM MCA
(0.25ug/mL) | (0.75ug/mL) | (4.00pg/mL) | (8.00ug/mL)

0.248 0.672 4.032 8.082

0.286 0.648 3.924 8.278

Dia 1. 0.266 0.705 4.080 8.664

0.286 0.726 4.032 8.336

0.233 0.805 4.043 8.047

0.268 0.653 4.069 8.051

0.256 0.711 4.088 8.993

Dia 2. 0.276 0.729 4.036 8.087

0.282 0.796 4.051 8.634

0.235 0.698 4.054 8.054

0.258 0.711 4.080 8.003

0.269 0.796 4.090 8.682

Dia 3. 0.257 0.684 4.015 8.651

0.284 0.679 4.067 8.056

0.235 0.709 4.097 8.976

Promedio 0.263 0.715 4.051 8.373

S.D. 0.019 0.050 0.043 0.359

%CV 7.088 6.938 1.058 4.282

Tabla 14. Datos comparativos reproducibilidad sangre vs plasma.

Precisién medida como reproducibilidad. (3dias)

Sangre (%)

Plasma (%)

LIC** =8.740 LIC**=7.088
MCB = 12.066 MCB = 6.938
MCM = 6.803 MCM = 1.058
MCA = 4.668 MCA = 4.282

* Criterio de aceptaciéon: CV<15%
** Criterio de aceptacion: CV <20%
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4.4 Exactitud en sangre y plasma.

Tal como lo indica el apartado 9.1.9.7 de la NOM-177-SSA1-2013, para evaluar la
exactitud del método, de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculd la
desviacibn de la concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de

desviacion) empleando la siguiente ecuacion.

(concentracién adicionada) — (concentracion obtenida)

% Desviacion = |100 = - :
(concentracién adiconada)

Para considerar exacto el método el valor promedio del % de desviacion no debe
ser mayor que el 15%, excepto para el limite inferior de cuantificacion, el cual debe

ser menor o igual que 20%.

Las tablas 15 y 16 ilustran los valores de % de desviacion obtenidos de los datos

de repetibilidad en sangre y plasma respectivamente.

Las tablas 17 y 18 ilustran los valores de % de desviacion obtenidos de los datos

de reproducibilidad en sangre y plasma respectivamente.
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4.4.1 Datos de repetibilidad y % de desviacion en sangre.

Tabla 15. Datos Exactitud en sangre y plasma

Datos Repetibilidad en sangre.

Concentracion nominal (ug/mL)

Concentracion
obtenida en sangre

% Desviacion

(Mg/mL)

0.286 14.600

0.239 4.240

0.229 8.240

LIC = (0.25ug/mL) 0.254 1.760
0.208 16.760

Promedio 9.120

0.738 1.600

0.596 20.533

0.670 10.667

MCB = (0.75pug/mL) 0.728 2.933
0.627 16.400

Promedio 10.427

4.227 5.675

4.412 10.300

3.528 11.800

MCM = (4.00ug/mL 4.607 15.175
3.830 4.250

Promedio 9.440

7.533 5.838

8.101 1.263

8.800 10.000

MCA = (8.00pg/mL 8782 9.775
8.856 10.700

Promedio 7.515
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4.4.2 Datos de repetibilidad y % de desviacion en plasma

Tabla 16. Datos de exactitud en plasma.

Datos Repetibilidad en plasma.

Concentracion nominal (ug/mL) Concentracion
obtenida en plasma % Desviacion
(Hg/mL)

0.235 5.680

0.209 16.280

0.248 0.560

LIC = (0.25ug/mL) 0.232 7.080
0.284 13.680

Promedio 8.656

0.662 11.733

0.670 10.667

0.705 6.000

MCB = (0.75ug/mL) 0.738 1.600
0.684 8.800

Promedio 7.760

4.232 5.800

4.028 0.700

4.420 10.500

MCM = (4.00pg/mL 4.086 2.150
4.681 17.025

Promedio 7.235

8.988 12.350

8.023 0.287

8.789 9.863

MCA = (8.00pg/mL 8.020 0.250
8.064 0.800

Promedio 4.710
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Dia LIC % MCB % MCM % MCA %

(0.25pg/mL) | Desviacién | (0.75ug/mL) | Desviacion | (4.00pg/mL) | Desviacion | (8.00ug/mL) | Desviacion

0.268 7.520 0628 16.267 3432 142 8 669 8.363

0288 15 480 0.686 8533 3838 405 8033 0412

Dia 1. 0234 6.080 0.681 9200 4130 325 7167 10413

0.254 1.680 0.568 24 267 4 480 12 8.566 7075

0235 5.920 0533 28 933 3872 32 8.078 0975

0.231 7.520 0.838 11733 3860 35 8 066 0.825

0272 9000 0.846 12 800 4232 58 8.500 7 488

Dia 2. 0.235 5.840 0.686 8533 4113 2825 8.111 1.388

0.266 6.680 0698 6933 4005 0.125 8003 1163

0.238 4520 0676 9867 3970 075 8.102 1275

0.285 14 080 0.718 4 267 4040 1 7 865 1688

0.236 5400 0.687 8 400 4402 10.05 8.235 2 937

Dia 3. 0.289 15.840 0.745 0667 3972 07 8.352 4 400

0.235 5760 0.653 12.933 3.780 55 8.034 0.425

- 0.276 10.680 0657 12 400 4402 10.05 8.663 8.288

reometio 8.133 11.716 5.133 3.808
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Dia LIC % MCB % MCM % MCA %
(0.25pg/mL) | Desviacién | (0.75pg/mL) | Desviacién | (4.00pgimL) | Desviacién | (8.00pg/mL) | Desviacidn

0.248 0.560 0672 10400 4032 0.800 8.082 1.025

0286 14 560 0648 13600 3024 1900 8278 3475

Dia 1 0.266 6 760 0705 6.000 4080 2 000 8 664 8.300
0.286 14720 0726 3200 4032 0.800 8336 4.200

0233 6440 0805 7333 4043 1075 8.047 0588

0.268 7200 0653 12933 4069 1125 8.051 0638

0.256 2720 0711 5200 4088 2200 8.993 12413

Dia 2. 0276 10,600 0729 2 800 4036 0.900 8087 1088
0282 13120 0.796 6.133 4051 1215 8634 7025

0235 5680 0.698 6.933 4.054 1.350 8.054 0.675

0258 3240 0711 5200 4080 2 000 8.003 0.038

0269 7880 0796 6133 4090 2250 6682 8525

Dia 3. 0.257 3.000 0.684 8.800 4015 0.375 8.651 8138
0.284 13800 0679 9 467 4.067 1675 8.056 0.700
 [02% 5760 0709 5467 4097 2425 8.976 12.200
Promedio 7736 7307 1617 4662
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4.5 Recobro en sangre y plasma.

En el apartado 9.1 de la NOM-177-SSA1-2013, no se menciona realizar el recobro
en la validaciéon del método analitico, pero se realiz6 para ilustrar los resultados
obtenidos del recobro absoluto del método para cuantificar MTX en sangre y

plasma.

El recobro fue definido como el cociente de la concentracion del analito (MTX)
obtenido de los estandares de control: MCB, MCM y MCA después de haberse
sometido al método de extraccion en fluido biolégico (seccion 3.6 “Técnica de
extraccion de MTX en muestras de sangre y plasma”), entre la respuesta obtenida
en muestras en solucion en concentracion equivalente, las cuales no se

sometieron al proceso de extraccion. Los resultados se muestran en la tabla 19.

Al no ser una prueba requerida para la validacién del método analitico en la NOM-
177-SSA1-2013, no existe un criterio de aceptacion definido.
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4.5.1 Recobro en sangre y plasma.

Tabla 19. Recobro de MTX en sangre y plasma.

Muestra. Recobro en sangre. Recobro en plasma.
MTX en MTX en MTX en MTX en
Solucién. | Extraccion. | %Recobro. | Solucién. | Extraccion. | %Recobro.
0.693 0.398 57.431 0.701 0.426 60.770
MCB 0.688 0.390 56.686 0.689 0.443 64.296
(0.75 0.698 0.413 59.169 0.704 0.428 60.795
ug/mL) 0.708 0.415 58.616 0.708 0.465 65.678
0.701 0.349 49.786 0.702 0.452 64.387
Promedio. | 0.6976 0.393 56.338 0.7008 0.4428 63.185
S.D. 0.008 0.027 0.007 0.016
%CV. 1.095 6.797 1.016 3.709
4.015 2.098 52.254 4.191 2.815 67.168
4.03 2.029 50.347 4.160 2.840 68.269
MCM 4.043 2.083 51.521 4.168 3.088 74.088
(4.00 4.054 2.273 56.068 4.099 2.841 69.310
ug/mL). 3.994 2.306 57.737 4.158 2.961 71.212
Promedio. 4.027 2.158 53.585 4.155 2.909 70.009
S.D. 0.024 0.123 0.034 0.103
%CV. 0.586 5.723 0.819 3.538
8.129 4.418 54.349 8.107 5.726 70.630
8.162 3.696 45.283 7.919 5.928 74.858
MCA 8.171 4.229 51.756 8.152 5.615 68.879
(8.00 8.178 4.657 56.945 8.148 5.683 69.747
ug/mL). 8.209 4.690 57.132 8.137 5.464 67.150
Promedio. 8.170 4.338 53.093 8.093 5.683 70.253

S.D.

0.029

0.405

%CV

Promedio

global.

0.353

9.336

54.338%

0.099

0.169

1.219

2.976

67.816%
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4.6 Estabilidad de las muestras.

La prueba de estabilidad tiene como finalidad determinar el efecto de los cambios
de temperatura sobre el analito de interés, esto con el fin de evaluar el tiempo de
almacenamiento de la muestra en la cual el analito no sufre alteraciones que
modifiquen o alteren su cuantificacion.

En el apartado 9.1.9.8 de la NOM-177-SSA1-2013, se mencionan diferentes
condiciones de analisis para las muestras tales como: Estabilidad a corto plazo,
estabilidad a largo plazo, estabilidad en muestra procesada, estabilidad en
automuestreador, estabilidad en ciclos de congelacién-descongelaciéon asi como
estabilidad en solucion. Para nuestro caso so6lo se evalud la estabilidad a largo
plazo a una temperatura de 4°C (almacenamiento durante toma de la muestra en
el &rea de oncologia) y -80°C (almacenamiento del plasma en el laboratorio de
farmacologia una vez separado de la sangre total).

Se evalué por triplicado la respuesta del analito (MTX), a las concentraciones de
las muestras MCB y MCA las cuales fueron analizadas inmediatamente después
de su preparacion y después de ser sometidas a las condiciones del ensayo
evaluadas ( dias 0, 3, 7, 15, 30 y 60).

Las muestras control son interpoladas en una curva de control recién preparada y
las concentraciones obtenidas son compradas con la concentracidon nominal. La
concentracion promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la
concentracion nominal.

Para considerar las soluciones estables la desviacion de la respuesta analitica
promedio con respecto a la obtenida con muestras recién preparadas, no es
mayor al 10%.

Las tablas 20, 22 de sangre y 30, 32 de plasma muestran los valores de
concentracion obtenidos de las muestras MCB y MCA frescas, asi mismo
muestran los valores promedio del recobro, y si cumplen con el IC al 15% del valor
nominal de cada muestra.

En las tablas 24, 26 de sangre y 34, 36 de plasma se muestran los valores de
concentracion obtenidos de las muestras MCB y MCA almacenadas a 4°C en caso
de sangre y a -80°C en caso de plasma, asi mismo muestran los valores promedio
de recobro, y si cumplen con el IC al 15% del valor nominal de cada muestra.

En las tablas 21 y 23 de muestras de sangre fresca y 25 y 27 de sangre
almacenada a 4°C se muestran los valores % de desviacion totales obtenidos asi
como su promedio, de las muestras MCB y MCA.
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En las tablas 31 y 33 de muestras de plasma fresco y 35 y 37 de plasma
almacenado a -80°C se muestran los valores % de desviacion totales obtenidos
asi como su promedio, de las muestras MCB y MCA.

Como ayuda a una mejor comprension de los valores obtenidos se realizaron las
tablas 28 de sangre y 38 de plasma, en las cuales se realiza una lista en la que se
muestra si los valores obtenidos cada nivel evaluado: MCB y MCA, cumplen con el
IC del 15% del valor nominal de la muestra evaluada.

Asi mismo las tablas 29 de sangre y 39 de plasma nos muestra una comparativa
del % de desviacion obtenido de las muestras frescas VS las muestras evaluadas
durante el proceso de estabilidad, en dichas tablas también se observa el valor de
diferencia de % de desviacion entre muestras frescas VS muestras almacenadas,
esto con el fin de facilitar la comparacion de datos.
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4.6.1 Estabilidad de las muestras de sangre.
Resultados de las muestras de sangre preparadas el dia de cada prueba.

Tabla 20. Valor obtenido de la muestra MCB en sangre, recién preparada y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | 30 60
Valor obtenido (pug/mL)
MCB
0.750
pg/mL 0.712 0.689 0.679 0.710 0.710 0.693
0.690 0.712 0.668 0.690 0.698 0.688
0.723 0.734 0.681 0.701 0.675 0.698
Promedio 0.708 0.712 0.676 0.700 0.694 0.693
SD 0.017 0.023 0.007 0.010 0.018 0.005
%CV 2.384 3.162 1.036 1.430 2.562 0.722
IC 15% Nominal= (0.6375ug/mL - 0.8625ug/mL)
Aprueba si si | si | si si si

Tabla 21. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCB de sangre, recién preparada.

% Desviacién del valor nominal
pDa | o | 3 7 15 30 60
Valor calculado %
5.027 8.133 9.467 5.333 5.333 7.600
8.013 5.067 10.933 8.000 6.933 8.267
3.600 2.133 9.200 6.533 10.000 6.933
Promedio 5.547 5.111 9.867 6.622 7.422 7.600

Tabla 22. Valor obtenido de la muestra MCA en sangre, recién preparada y su respectiva

comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | a0 60
Valor obtenido (pg/mL)
MCA 8.00
pg/mL 7.950 8.030 8.114 8.030 8.078 8.029
8.055 8.110 7.976 8.090 8.090 8.062
7.897 8.052 8.032 8.050 8.050 8.071
SD 0.080 0.041 0.069 0.031 0.021 0.022
%CV 1.009 0.512 0.863 0.379 0.254 0.275
IC 15%-= (6.8pg/mL - 9.2ug/mL)
Aprueba si si si si si si




Tabla 23. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCA de sangre, recién preparada.

% Desviacion del valor nominal
Da | o | 3 7 15 30 60
Valor calculado %
0.625 0.375 1.425 0.375 0.975 0.362
0.687 1.375 0.300 1.125 1.125 0.775
1.288 0.650 0.400 0.625 0.625 0.887
Promedio 0.867 0.800 0.708 0.708 0.908 0.675

Resultados de las muestras de sangre almacenadas a 4°C.

Tabla 24. Valor obtenido de la muestra MCB en sangre, almacenada a 4°C y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | a0 60
Valor obtenido (ug/mL)
MCB
0.750
ug/mL 0.690 0.714 0.695 0.703 0.677 0.695
0.705 0.695 0.705 0.71 0.71 0.689
0.710 0.745 0.691 0.714 0.696 0.702
Promedio 0.702 0.718 0.697 0.709 0.694 0.695
SD 0.010 0.025 0.007 0.006 0.017 0.007
%CV 1.483 3.515 1.035 0.785 2.385 0.936
IC 15% = (0.6375ug/mL - 0.8625ug/mL)
Aprueba \ si | si | si | si | si | si

Tabla 25. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCB de sangre, almacenada a 4°C.

% Desviacién del valor nominal ‘ ‘ ‘ ‘
Valor calculado %

Dia 0 3 7 15 30 60
8.000 4.800 7.333 6.267 5.467 7.333
6.000 7.333 6.000 5.333 5.333 8.133
5.333 0.667 7.867 4.800 7.200 6.400
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Tabla 26. Valor obtenido de la muestra MCA en sangre, almacenada a 4°C y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | a0 60
Valor obtenido (ug/mL)
MCA 8.00
pg/mL 8.134 8.064 8.113 7.896 8.020 8.010
8.010 8.059 8.029 8.040 8.080 8.031
7.954 8.150 8.040 8.050 8.030 8.014
Promedio 8.033 8.091 8.061 7.995 8.043 8.018
SD 0.092 0.051 0.046 0.086 0.032 0.011
%CV 1.147 0.632 0.566 1.078 0.400 0.139
IC 15%-= (6.8pg/mL - 9.2ug/mL)
Aprueba si si si | si | si si

Tabla 27. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCA de sangre, almacenada a 4°C.

% Desviacién del valor nominal
Da | o | 3 7 15 30 60
Valor calculado %
0.425 0.800 0.162 1.300 0.250 0.125
0.125 0.737 0.362 0.500 1.000 0.388
0.575 1.875 0.500 0.625 0.375 0.175

Tabla 28. Resumen comparativo del IC al 15% de muestras de sangre fresca VS muestras de
sangre almacenada a4 ° C.

Dia Muestras de sangre fresca Muestras de sangre
almacenadas 4°C

Cumplen con Cumplen con Cumplen con Cumplen con
IC para MCB IC para MCA IC para MCB IC para MCA

0 v v v v
3 v v v v
7 v v v v
5 v v v v
30 v v v v
60 v v v v
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Tabla 29. Comparativa en porcentaje de desviacién de muestras de sangre fresca VS muestras de
sangre almacenada a4 ° C.

Dia Muestras de sangre fresca Muestras de sangre
almacenadas 4°C

% Desviacion % Desviacion % Desviacion % Desviacion

en MCB en MCA en MCB en MCA

0 5.547 0.867 6.444 0.792
3 5.111 0.800 4.267 1.138
7 9.867 0.708 7.067 0.758
15 6.622 0.708 5.467 0.808
30 7.422 0.908 7.422 0.542
60 7.600 0.675 7.289 0.229

Promedio 7.028 0.778 6.326 0.711

% desviacion
Fresco vs 9.988 8.612 - -
4°C*

*Criterio de aceptacion %Desviacion < 10%
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4.6.2 Estabilidad de las muestras de plasma, resultados de las muestras de

plasma preparadas el dia de cada prueba.

Tabla 30. Valor obtenido de la muestra MCB en plasma, recién preparada y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Da. | o | 3 | 7 | 15 | 30 60
Valor obtenido (ug/mL)
MCB
0.750
pg/mL 0.701 0.706 0.701 0.706 0.698 0.701
0.689 0.711 0.698 0.703 0.702 0.697
0.704 0.709 0.689 0.705 0.696 0.688
SD 0.008 0.003 0.006 0.002 0.003 0.007
%CV 1.137 0.355 0.897 0.217 0.437 0.958
IC 15%= (0.6375ug/mL - 0.8625ug/mL)
Aprueba si | si | si si | si si

Tabla 31. % de desviacion del valor nominal de la muestra MCB de plasma, recién preparada.

% Desviacion del valor nominal
Dia 0 3 7 15 30 60
Valor calculado (%)
MCB 0.750

pg/mL 6.533 5.867 6.533 5.867 6.933 6.533
8.133 | 5.200 6.933 6.267 6.400 7.067
6.133 | 5.467 8.133 6.000 7.200 8.267
Promedio 6.933 | 5.511 7.200 6.044 6.844 7.289

Tabla 32. Valor obtenido de la muestra MCA en plasma, recién preparada y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | 30 60
Valor obtenido (pug/mL)
MCA
8.000
pg/mL 8.070 8.051 8.080 8.070 8.090 7.896
7.919 8.093 8.020 8.030 8.035 8.042
8.052 8.007 8.030 8.040 8.049 8.074
SD 0.082 0.043 0.032 0.021 0.029 0.095
%CV 1.029 0.534 0.400 0.259 0.355 1.186
IC 15%-= (6.8pg/mL - 9.2ug/mL)
Aprueba si si si si si si
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Tabla 33. % de desviacion del valor nominal de la muestra MCA de plasma, recién preparada.

% Desviacion del valor nominal
Dia 0 3 7 15 30 60
Valor calculado (%)

MCA 8.000
pg/mL 0.875 | 0.638 1.000 0.875 1.125 1.300
1.013 | 1.163 0.250 0.375 0.438 0.525
0.650 | 0.087 0.375 0.500 0.612 0.925
Promedio 0.846 | 0.629 0.542 0.583 0.725 0.917

Resultados de las muestras de plasma almacenadas a -80°C.

Tabla 34. Valor obtenido de la muestra MCB en plasma, almacenada a -80°C y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | a0 60
Valor obtenido (ug/mL)
MCB
0.750
pg/mL 0.706 0.695 0.686 0.708 0.702 0.707
0.703 0.698 0.704 0.702 0.708 0.699
0.705 0.706 0.687 0.706 0.687 0.679
| Promedio | 0705 | 0700 | 0692 | 0705 | 0699 | 0695 |
SD 0.002 0.006 0.010 0.003 0.011 0.014
%CV 0.217 0.813 1.461 0.433 1.547 2.075
IC 15%= (0.6375ug/mL - 0.8625ug/mL)
Aprueba \ si | si | si | si | si si

Tabla 35. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCB de plasma, almacenada a -80°C.

%Desviacion valor nominal
Dia | o0 3 7 15 30 60
Valor calculado (%)

MCB 0.750
pg/mL 5.867 | 7.333 8.533 5.600 6.400 5.733
6.267 | 6.933 6.133 6.400 5.600 6.800
6.000 | 5.867 8.400 5.867 8.400 9.467
Promedio 6.044 | 6.711 7.689 5.956 6.800 7.333
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Tabla 36. Valor obtenido de la muestra MCA en plasma, almacenada a -80°C y su respectiva
comparacion con el IC al 15% del valor nominal.

Dia 0 3 7 | 15 | a0 60
Valor obtenido (ug/mL)

MCA
8.000

ug/mL 8.060 8.034 8.060 8.050 8.047 8.035

8.076 8.054 8.090 8.080 8.054 8.030

8.082 8.033 8.010 8.040 8.089 8.042

SD 0.011 0.012 0.040 0.021 0.023 0.006

%CV 0.141 0.147 0.502 0.258 0.279 0.075

IC 15%= (6.8ug/mL - 9.2ug/mL)

Aprueba \ Si \ Si si si si si

Tabla 37. % de desviacién del valor nominal de la muestra MCA de plasma, almacenada a -80°C.

% Desviacion valor nominal.
Dia 0 3 7 15 30 60
Valor calculado (%)

MCA 8.000
pug/mL 0.750 | 0.425 0.750 0.625 0.588 0.438
0.950 0.675 1.125 1.000 0.675 0.375
1.025 0.412 0.125 0.500 1.113 0.525
Promedio 0.908 | 0.504 0.667 0.708 0.792 0.446

Tabla 38. Resumen comparativo del IC al 15% de muestras de plasma fresco VS muestras de
plasma almacenados a -80°C.

Dia Muestras de plasma fresco Muestras de plasma
almacenadas a -80°C

Cumplen con Cumplen con Cumplen con Cumplen con
IC para MCB IC para MCA IC para MCB IC para MCA

0 v v v v
3 v v v v
7 v v v v
15 v v v v
30 v v v v
60 v v v v
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Tabla 39. Comparativa en porcentaje de desviacién muestras de plasma frescas VS muestras de
plasma almacenadas a -80°C.

Dia Muestras de plasma fresco

Muestras de plasma
almacenadas a -80°C

% Desviacion

en MCB
0 6.933
3 5.511
7 7.200
15 6.044
30 6.844
60 7.289
Promedio 6.637
% desviacion
Fresco vs - 1.793
80°C*

% Desviacion
en MCA

0.846
0.629
0.542
0.583
0.725
0.917
0.707

5.090

% Desviacion
en MCB

6.044
6.711
7.689
5.956
6.800
7.333
6.756

% Desviacion
en MCA

0.908
0.504
0.667
0.708
0.792
0.446
0.671

*Criterio de aceptacion %Desviacion < 10%
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4.7 Limite de cuantificacion.

En la Tabla 40 se muestran los valores obtenidos al analizar un quintuplicado del
LIC y su respectivo CV% Yy su exactitud.

Se considera que el punto tiene validez como limite de cuantificacion, si su valor
promedio cae dentro del + 20% del valor nominal con un coeficiente de variacion
no mayor que 20%.

Valor nominal: 0.250 pg/mL

Valor nominal al + 20% (0.200 pg/mL — 0.300 pg/mL).

Tabla 40. Resultados limite de cuantificacion del método.

Quintuplicado LIC

Numero de inyeccion. Valor obtenido (pg/mL)

1 0.286

2 0.248

3 0.267

4 0.231

5 0.239

Promedio 0.254
CV%* 8.758

* Criterio de aceptacion <20%.




5. Analisis de resultados.

En primera instancia para optimizar y validar un método analitico para la
cuantificacion de un farmaco en algun fluido biolégico, se debe realizar una
busqueda bibliogréfica, la cual nos proveera de informacion util para nuestros
propdsitos, tal como propiedades fisicoquimicas del analito a cuantificar,
condiciones de andlisis y procesamiento de las muestras, entre otras. Dicha
informacion en nuestro caso se empled para seleccionar un método, optimizarlo y
posteriormente validarlo, tomando como principal caracteristica el tipo de material
y compuestos utilizados y que fueron facilmente accesibles en el laboratorio donde
se desarroll6 el proyecto.

Para validar un método analitico hay muchas posibles opciones para poder
hacerlo, sin embargo en farmacologia clinica la norma vigente es la NOM-177-
SSA1-2013, “Que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un
medicamento es intercambiable. Requisitos a que deben sujetarse los Terceros
Autorizados que realicen las pruebas de intercambiabilidad. Requisitos para
realizar los estudios de biocomparabilidad. Requisitos a que deben sujetarse los
Terceros Autorizados, Centros de Investigacion o Instituciones Hospitalarias que
realicen las pruebas de biocomparabilidad”, la cual en su apartado 9.1 se hace
mencion la validacion de meétodos analiticos para el analisis de muestras
biolégicas, y que el INP tiene que cumplir como una institucion de salud publica.

Asi, el primer parametro evaluado fue la selectividad en el cual al hacer el analisis
de 14 farmacos diferentes en combinacion con MTX se pudo observar que sélo
dos farmacos mostraron una sefial medible sin llegar a interferir totalmente en el
andlisis; estos dos farmacos fueron la ranitidina y el metronidazol. Para la
ranitidina el tiempo de retencion fue 2.22 minutos y para el metronidazol 4.11
minutos, sabiendo que el MTX obtuvo un tiempo de retencion de 4.85 minutos, la
diferencia entre la retencion del MTX con ranitidina fue 45.77% mientras que para
el metronidazol se obtuvo 15.26%. Para interferencia la NOM-177-SSA1-2013
describe que debe ser < 20%, en consecuencia el unico farmaco con posibilidad
de interferir en nuestra cuantificacién es metronidazol, aunque como lo muestra el
cromatograma respectivo los picos de ambos analitos se resuelven perfectamente
y es posible realizar su integracion.

Al analizar las muestras hemolizadas y lipémicas, no se obtuvo alteracion en la
cuantificacion del MTX, por lo que si las muestras presentan estas caracteristicas
podran ser analizadas sin temor a que pueda interferir su condicion en la
cuantificacion del MTX.

El limite de cuantificacion establecido para este método fue de 0.25ug/mL, esto
debido a que el propdsito de éste méetodo analitico es ser utilizado para obtener
informacion sobre la cantidad remanente de MTX al momento de dar de alta a los
pacientes con LLA del INP y evitar posibles efectos adversos debidos a la
citotoxicidad del farmaco.
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Para establecer este valor se tomé como referencia el libro “Protocolos Técnicos
Cancer en Nifios. Consejo Nacional para la prevencion y el tratamiento del cancer
en la infancia y la adolescencia”, el cual es una referencia utilizada en el INP para
tratamiento de pacientes con LLA, en el cual se indica que la cantidad remanente
de MTX para poder dar de alta al paciente debe ser <1.0uM (<0.454 pg/mL),
obteniéndose asi con el limite de cuantificacion establecido un amplio rango de
cuantificacion para los pacientes, ya que con este valor se pueden evaluar
concentraciones mayores 0 menores que pudieran estar presentes en las
muestras.

Asi mismo se realizo el analisis para evaluar el limite de cuantificacion establecido
en el apartado 9.1 de la NOM-177-SSA1-1998, cumpliendo de igual forma con los
criterios de aceptacion.

La curva de cuantificacion establecida (tabla 3) tuvo un rango de concentraciones
de 0.25, 0.50, 1.00, 2.50, 5.00, 7.50, y 10.00 pg/mL. Los parametros obtenidos en
la evaluacion de la concentracion-respuesta estan representados en las tablas 4 y
5 para el caso de sangre, y las tablas 7 y 8 para el caso de plasma. Estos
resultados muestran la asociacion lineal directa entre las variables de area y
concentracion del tipo y = mx + b, donde el coeficiente de correlacion para ambos
andlisis fue superior a 0.9990, de las 6 curvas de extraccion analizadas en sangre
y plasma se observa en las tablas 5 y 8 respectivamente que los mas de la mitad
de las curvas cumplen con el criterio de aceptacion en el caso del + 15% del valor
nominal de concentracién para cada punto de la curva asi como con el porciento
de desviacion que también cumplio con el criterio de aceptacion, el cual fue <20%
para el limite inferior de cuantificacion y <15% para las demas concentraciones de
la curva.

Adicionalmente al andlisis establecido en la norma para evaluar la linealidad del
método, se realiz6 para cada extraccion (sangre y pasma) la prueba de
significacién estadistica de la varianza de la pendiente, en ambos casos se
rechazo la hipétesis nula HO: (m=0) asimismo el 0 quedo incluido en el intervalo de
confianza del término independiente con un 95% de confianza.

Para la evaluacién de la precision; el coeficiente de variacion de las 5 réplicas de
las concentraciones LIC, MCB, MCM, MCA del ensayo de repetibilidad (tabla 11)
fueron de: 12.034% y 11.364% para LIC, 9.205% y 4.416% para MCB, 10.636% y
6.205% para MCM y 6.914% y 5.643% para MCA; para sangre y plasma
respectivamente, observando que todas las muestras cumplen con el criterio de
aceptacion el cual es: <20% para LIC y <15% para MCB, MCM, MCA.

En el caso de reproducibilidad se analizaron por quintuplicado (tabla 12 y 13), las
muestras control: LIC, MCB, MCM, MCA durante tres dias diferentes obteniendo
los siguientes resultados de porciento de coeficiente de variacién para sangre y
plasma respectivamente: LIC: 8.740% y 7.088%, MCB: 12.066% y 6.938%, MCM:
6.803% y 1.058% y MCA: 4.668% y 4.282%. Los cuales como se observa en la
tabla 14 cumplen son el criterio de aceptacion estipulado en la norma.
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Los datos de exactitud se observan en las tablas 15 y 17 para sangre y, tablas 16
y 18 para plasma. Los datos obtenidos como se observa en ambos casos
cumplieron con los criterios de aceptacion obteniendo para sangre y plasma
valores promedio de porcentaje de desviacion menor al 15%.

El recobro no es necesario realizarlo acorde a la norma vigente pero se realiz
obteniéndose un recobro de: 53.098% para el caso de sangre y 70.227 para
plasma, con coeficientes de variacion menores al 10%, lo que nos muestra que los
valores de recobro fueron reproducibles y repetibles.

Como se puede observar en el cuadro 3 el recobro de nuestro método se
encuentra dentro de los valores reportados en la bibliografia consultada, tomado
en cuenta que no se utilizé derivatizacién en nuestro método.

Se analiz6 el andlisis de estabilidad de las muestras procesadas de sangre a una
temperatura de 4°C y para plasma a una temperatura de -80°C temperaturas
establecidas por el timo de almacenamiento de las muestras dentro del instituto,
se analizaron un total de 3 muestras de las muestras control MCB y MCA durante
un periodo de 0, 3, 7, 15, 30 y 60 dias vs muestras MCB y MCA preparadas el
mismo dia del andlisis, esto con el fin de comparar los resultados obtenidos y
determinar si las muestras son estables durante el periodo de tiempo estudiado.

Como se observa en las tablas 28 y 38 los resultados obtenidos indican que se
cumplioé con los criterios de aceptacion establecidos en la norma ya que todas las
muestras entraron dentro del IC del 15% del valor nominal.

Las tablas 29 y 39 nos muestran de manera comparativa los resultados del % de
desviacién y el valor promedio de éste, pudiéndose observar que tal y como
menciona la norma no hay una diferencia mayor al 10% entre la muestras frescas
y las muestras evaluadas durante el ensayo de estabilidad, o que se traduce en
gue las muestras fueron estables durante todo el periodo de prueba.
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A continuacion se muestra una tabla comparativa sobre los métodos de
cuantificacion de MTX en sangre y plasma por la técnica de HPLC UV-Vis
reportados y el método optimizado y validado en el laboratorio de farmacologia del
INP.

Autor. Volumen Tiempo retencion. % recobro.
muestra.
(el Salcber 1000pL 9.3 minutos. No mencionado.

Walter J. Loos, Kees
Nooter, Gerrit Stoter,
Jaap Verweij.?*

Thierry Dervieux, Diana
Orentas Lein,John .
Marcelletti, Ken 100uL 12.5 minutos. 60 — 80%.
Pischel,
Katie Smith,1Michael
Walsh, and Russell
Richerson.?!

Abdolhosein Moghbel*,
Ahmad Zand- .
Moghaddamb, Saeid 200uL 4.44 minutos. 61.5-72.7%.
Rezaeea, Mohamad
Pedramc.?

TARA P.
ASSADULLAHI*, ELIF
DAGLI and JOHN 0.
WARNER.?

500uL 14.7 minutos. <70%.

Metodo validado en INP. 200pL 4.85 minutos. 54.34-67.81%.
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6. Conclusiones.

La validacion es una forma de garantizar que un método analitico utilizado
funciona tal para lo que fue disefiado; con esto se asegura que los resultados que
obtengamos al utilizarlo seran confiables.

La leucemia linfoblastica aguda infantil es un problema de salud muy importante
en México; ya sea por el numero de defunciones que conlleva cada afio o el costo
total de su tratamiento en instituciones de salud publica, es por eso que se valido e
implementé un método de analisis para la cuantificacion de MTX en sangre y
plasma con el cual se podran monitorear los niveles del farmaco y asi evitar
posibles intoxicaciones en los pacientes que reciben el tratamiento, resultando asi
en una disminucién en el costo de la quimioterapia y una mayor seguridad al
paciente.

Con los resultados obtenidos se afirma que se optimiz6 y valido un método por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) que permite la cuantificacion
de metotrexato presente en sangre y plasma de pacientes pediatricos con
diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda del INP, resultando el mismo ser;
selectivo, preciso y exacto ademas de que nos permite almacenar las muestras
hasta por 2 meses antes de su analisis cuestion Gtil en caso de que algin insumo
necesario para el andlisis o fallas en el equipo impidan su procesamiento de
manera inmediata después de la toma.

Cabe sefalar que el método desarrollado es hasta el momento el Unico para
determinar Metotrexato en sangre y plasma en el INP; con lo que se buscé su
validacion para obtener resultados confiables y Gtiles para evitar citotoxicidad en
los pacientes con LLA del INP ademas de que se acorta con ello el tiempo de
espera de resultados por parte de un laboratorio tercero; que es como
anteriormente se determinaba el nivel de éste farmaco en sangre y plasma.

Un punto importante es que se desarrollé y validé un método microvolumétrico

empleando unicamente 200 [IL de fluido bioldégico, algo que es de suma
relevancia cuando se trata de cuantificar farmacos en pacientes pediatricos.
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7. Perspectivas.

El presente trabajo permiti6 desarrollar métodos analiticos para cuantificar
metotrexato en volumenes de 200 [IL de fluido biolégico con un recobro total de
55-70%, una perspectiva al proyecto es optimizar el proceso de extraccion para
ser capaces de utilizar 100 (L de fluido y aumentar el porcentaje de recobro,
como podria ser la precipitacion de proteinas con acido percloracético.

Estudiar los posibles factores de respuesta que afectan la recuperacion asi como
evaluar el uso de la derivatizacion para la cuantificacion del MTX.

Asi mismo, este trabajo es parte integral de un proyecto de investigacion que
pretende correlacionar los niveles de farmaco en sangre, plasma y leucocitos con
variantes de un solo nucleétido (SNPs) en genes del metabolismo del metotrexato,
por lo cual es necesario continuar con un método para cuantificar los niveles
intraleucocitarios del analito.
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9. ANEXO I INP

Carta de consentimiento informado

Yo C. doy fe que he sido informado(a) e
invitado(a) a participar en el protocolo: “Farmacogenética del transporte de metotrexato y su
relacion con las concentraciones del farmaco en pacientes pediatricos con diagnostico de
leucemia linfoblastica aguda”, el cual estd enfocado en conocer la cantidad del farmaco
metotrexato presente en el paciente después de haber sido administrado para el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda; asi mismo, busca identificar componentes genéticos que afectan la
cantidad de farmaco y su eficacia.

He sido notificado que el estudio ha sido aprobado por los Comités de Investigacion y de Etica del
INP con nimero de registro 085/2011. Me han informado que para el estudio es necesaria la toma
de 5 mL de sangre el dia en el que se administre el metotrexato y las tomas de rutina para medir el
medicamento.

Me indicaron que las tomas realizadas a las 0, 2, 24 y 36 h forman parte del tratamiento y se
requieren para medir la cantidad de metotrexato en forma rutinaria como se especifica en los
protocolos de atencién. He sido informado que una de las muestras se usara para obtener el
material genético (ADN), el cual serd utilizado para el andlisis genético. Me indicaron que el ADN
s6lo serd usado para este estudio y almacenado por 2 afios para posteriormente eliminarlo. Se
me comunicé que las tomas de muestra seran realizadas por personal capacitado y que la puncién
venosa es de riesgo minimo de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud (Articulo 17).

Entiendo que mi participaciéon en el estudio es voluntaria y no tendra costo. Declaro que no
recibiré pagos o bonificaciones por participar en el proyecto. Soy libre de retirarme del estudio
en cualquier momento y sin que esto tenga consecuencia alguna.

Los investigadores responsables se han comprometido a manejar la informacién en forma
confidencial los resultados del estudio y a proteger la identidad de mi hijo(a). He leido y entendido
todo lo antes escrito, los investigadores me han dado informacién suficiente y han resuelto mis
dudas y me han indicado que estan en la disposicién de responder todas las que tenga durante el
avance del proyecto.

Por lo anterior doy mi conformidad para que mi hijo(a) participe en este estudio.

Firmas

Nombre del Participante

Nombre y firma del Padre o Tutor Nombre y firma de la Madre o Tutor
Nombre y firma del testigo no. 1 Nombre y firma del testigo no.2
Nombre y firma del Investigador responsable Fecha

Responsables: Dr. Juan Luis Chavez Pacheco Ext. 1426  Dr. Martin Pérez Garcia Ext.
QFB. Francisco Juarez Nicolas Ext. 1655 QFB. Hugo Juarez Olguin Ext. 1428

Consentimiento Informado Protocolo 085/2011 Folio  Hojalde1l
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10. ANEXO II.
Carta de asentimiento informado. INP

Yo C. en mi calidad de paciente del Instituto Nacional de
Pediatria declaro que he sido invitado a participar en el protocolo Farmacogenética del
transporte de metotrexato y su relacién con las concentraciones del farmaco en pacientes
pediatricos con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda”, el cual esta enfocado en conocer
la cantidad del farmaco metotrexato presente en el paciente después de haber sido administrado
para el tratamiento de la leucemia; asi mismo, busca identificar componentes genéticos que
afectan la cantidad de farmaco y su eficacia.

Me informaron que mi participacion implica la toma de 5 mL de sangre en el dia que acuda a
quimioterapia y las que son necesarias después de que me inyecten el medicamento y se utilizan
para medir la cantidad de medicamento que hay en mi cuerpo.

El investigador me indicé que en las muestras se medira la cantidad de metotrexato y se obtendra
mi material genético (DNA) para los objetivos de este estudio. Mi DNA solo se usara para este
estudio y después de 2 afios lo eliminaran. Me explicaron que la obtencién de sangre sera hecha
por enfermeras y/o personal capacitado y que esto es de bajo riesgo para mi.

He sido informado de que mi participacién es voluntaria y mis papas no deberan pagar nada por
este estudio. Soy libre de retirarme del proyecto en el momento que lo decida sin que esto afecte
mi tratamiento. Declaro que no recibiré pago o beneficio alguno por mi participacion.

Los investigadores responsables se han comprometido a manejar los resultados del estudio en
forma confidencial y a proteger mi identidad. He leido y entendido todo lo antes escrito, los
investigadores me han dado informacién suficiente y han resuelto mis dudas y me han indicado
que estan en la disposicién de responder todas las que tenga durante el avance del proyecto.

Firmas

Nombre del Participante

Nombre y firma del Padre o Tutor Nombre y firma de la Madre o Tutor
Nombre y firma del testigo no. 1 Nombre y firma del testigo no.2
Nombre y firma del Investigador responsable Fecha

Responsables: Dr. Juan Luis Chavez Pacheco Ext. 1426  Dr. Martin Pérez Garcia Ext.
QFB. Francisco Juarez Nicolas Ext. 1655 QFB. Hugo Juarez Olguin
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11. ANEXO IIL

Oficio de donacion para uso en investigacion clinica.

L | O
-dk INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

INP

México D. F. a 27 de Septiembre de 2013.

Dra. Dinora Aguilar Escobar.
Jefe del Banco de Sangre
Presente.

Por medio de la presente me permito solicitar a usted un concentrado de linfocitos (buffy coat) y una
unidad de sangre total (sin procesar), la cual contenga todos los componentes celulares.

Este paquete celular se utilizara para desarrollar un método de cuantificacion del farmaco
metotrexato en pacientes con leucemial linfoblastica aguda, proyecto vigente 085/2011 y para

ifosfamida, proyecto 068/2013, ambos aprobados por los Comités de Etica e Investigacion de
nuestro instituto.

El buffy coat que se nos otorgue puede ser de cualquier tipo sanguineo, entendemos que es el
desecho de la obtencion de plasma, por lo que acudiremos en el momento que el equipo de Banco
de Sangre haga este proceso y. se requiera de recoger el concentrado celular para garantizar la
viabilidad de las células. El paquete de sangre se utilizara para determinar ifosfamida en gota de
sangre seca, un método menos invasivo para los pacientes con tumores solidos.

Agradezco la atencion que se sirva dar a la presente, sin otro particular por el momento, reciba un
cordial saludo.

Atentamente.

Dr. Juan Luis Chavez Pacheco
Jefe del Laboratorio de Farmacologia.
Instituto Nacional de Pediatria



Torre de Investigacion Dr. Joaquin Cravioto

Laboratorio de Farmacologia

Meéxico D. F. a 13 de Febrero de 2013

Jefe del Bapco de Sangre

Presente.

Por medio de la presente me permito solicitar a usted 2 bolsas de plasma y 1 de sangre total sin
fraccionar, con la finalidad de realizar curvas de calibracién en fluidos biolégicos para la validacion
de métodos analiticos , con el fin de medir niveles plasmaticos de medicamentos de mas uso en la
practica pediatrica .

Agradezco la atencion que se sirva dar a la presente, sin otro particular por el momento, reciba un
cordial saludo.

Atentamente.

Dr. en CAuan Luis Chavez Pacheco vil

Jefe del Laboratorio de Investigacion.
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