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INTRODUCCION

La Food and Drug Administration ( F. D. A. ), ha establecido que la validacion de
procesos es un requisito de las Buenas Practicas de Manufactura (Good Manufacture
Practices) , para productos farmacéuticos terminados.

La validacion, es un proceso que puede reducir la dependencia de anélisis completos
a productos en proceso o terminados, con lo que habrd un ahorro econdmico de material,
reactivos, mano de obra, que se compensa considerablemente en el gasto econémico que se
efectta para llevar a cabo la validacion.

El criterio para validar un método analitico depende de las necesidades de cada
laboratorio, de la aplicacion que tenga el métoda, los requerimientos oficiales y sobre todo
dependera de la experiencia y criterio farmacéutico,

Tomando en cuenta lo anterior, la Industrin Fannacéutica, se ha esforzado por
mantenerse a la vanguardia en el desarrollo e implementacion de nuevas, mejores y
eficientes técnicas de andlisis de los productos farmacéuticos.

Dentro de los productos farmacéuticos que se consideran criticos por Ia
complejidad en su control v fabricacion se encuentran los productos inyectables. Una de las
pruebas criticas para dicha forma farmacéutica es la Prueba de Pirogenos.

La Prueba de Pirogenos es muy importante , ya que de ¢lla depende en gran parte
que un producto estéril salga al mercado. Esta prueba se ha venido realizando en conejos, ya
que desde 1942 es la prueba oficial en la United States Pharmacopeia, para deteccion de
pirdgenos en materias primas y productos terminados. Actualmente se tiene la posibilidad de
sustituir esta prueba por el método LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus ), siempre y
cuando se lleve a cabo la validacion previa de la técnica, y los resultados sean aprobados
por la Secretaria de Salud.

El método LAL es mas sensible, especifico, simple, barato v ademas de ser una
prucba reproducible, la cual se lleva a cabo por una mezcla de partes iguales del reaciivo
LAL y la muestra en estudio De donde el reactivo LAL en presencia de pirdgenos
(endotoxina bacteriana) da una reaccion enzimatica, formando un codgulo opalescente y
firme.

————



La importancia de realizar la validacion actualmente, no sélo radica en reducir
costos, obtener beneficios y mejorar el Control de la Calidad del andlisis de estos productos,
o para cumplir con los reglamentos de la Secretaria de Salud y la FDA. sino para optimizar
el sistema de analisis, ya que a través de la validacion se pueden encontrar los puntos claves
del método, logrando que el producto satisfaga las especificaciones dadas.

En este trabajo de investigacion y experimentacion, se pretende demostrar la
compatibilidad, confiabilidad y reproducibilidad de la prueba de deteccion de pirogenos
por ¢l método LAL, como sustituto de la prueba oficial en conejos. El método se valido
para los productos Oncologicos Cisplatino y Metotrexato, los cuales, se usan como terapia
para el control del cincer y son ilamados agentes o medicamentos  Citostdticos,
antineoplasicos y en general cominmente llamados Oncologicos. Estos actian sobre
mecanismos bioquimicos y de reproduccion celular, tanto para células cancerosas como para
células normales. Ademas de sus propiedades citotoxicas, estos medicamentos, son
potencialmente mutagénicos y teratogénicos,*® debido a esto se propone no realizar la
prueba en conejos, buscando como alternativa el método LAL, por ser mas sensible y
ademas de que se requiere menor cantidad de muestra para la prueba, lo que evitaria estar
mas tiempo en contacto con dichos productos; y en cuanto al uso de conejos seria mayor, ya
que se utilizarian sélo una vez por la toxicidad causada en dichos los animales, lo que
involucraria un incremento en el gasto econdmico; otra ventaja es el tiempo ya que en la
prueba en conejos se necesitan por lo menos 3.5 h de analisis como minimo y conla prueba
LAL en una hora se obtienen resultados.



I. FUNDAMENTACION DEL TEMA

A, ENDOTOXINAS BACTERIANAS - PIROGENOS

Este término se empled para describir este contaminante como el principal y ef més
potente de efecto biologico capaz de producir ficbre, ya que son componentes o desechos
celulares del metabolisino de las bacterias Gram- Negativas.

De tal forma que estd sustancia, es un complejo Lipo-polisacarido que al estar en
contacto en el torrente sanguineo del hombre, este puede causar ficbre, shock y hasta la
muerte dependiendo de la concentracion a la que se encuentre. De lo anterior se deduce [a
importancia que tienen los productos Inyectables de que se encuentren libres de endotoxinas
bacterianas. 4

Son complejos lipopolisacarido-proteina procedentes de las paredes celulares por el
metabolismo de bacterias, estos componentes son liberadas al medio cuando se mueren las
bacterias Gram- Negativas (), o cuando se autolisan. Estas sustancias se encuentran en la
capa mas externa de la pared celular, estos pirgenos son muy potentes y estables a
temperaturas elevadas y por estar asociadas a las bacterias Gram- Negativas se encuentran
en todas partes: como en el aire, agua, materias primas etc. y por ser dificiles de eliminar,
son las que constituyen el problema mas frecuente en la fabricacion de parenterales en la
Industria Farmacéutica, t**%, ‘

Existe otro tipo de agentes que son capaces de producir fiebre tales como sustancias
quimicas y particulas de polvo, que en la Industria Farmacéutica pueden ser controladas
durante el proceso de fabricacion por niedio de fas Buenas Practicas de Manufactura,

Es por ello el interés de la Industria Farmacéutica por contar con métodos
adecuados y confiables para la deteccion de endotoxinas en materias primas, materiales de
empaque, producto en proceso y en producto terminado.



1. NATURALEZA DE 1.AS ENDOTOXINAS - PIROGENOS

En su estade natural la endotoxina bacteriana es un complejo formado por lipidos,
carbohidratos y proteinas, este complejo esta caracterizado por poseer carga negativa y alto
peso molecular. (peso aproximado de 1,000,000 daltons ). *#*  Esta se muestra en la
figura 1.
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Las endotoxinas altamente purificadas, no contienen proteinas y por su composicion
quimica s¢ les considera como compuestos Lipopolisacaridos, (LPS.). ®#  Esto se muestra
en la figura 2.

Las endotoxinas aisladas de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas (LPS)
poseen tres regiones quimicas que son:
- La region mas interna, también llamada " Lipido A",

La parte lipidica “A” estd compuesta de un disacarido de Glucosamina, que esta
altamente sustituido con aminas y esterificado a un acido graso de cadena larga;
cominmente es el acido B-Hidriximiristico de catorce carbonos. Esto se muestra en la
figura 4. Esta parte lipidica es la responsable de la pirogenicidad y de la mayoria de las
actividades biologicas de la endotoxina, por lo que también es responsable de su
hidrofobicidad por su carga negativa.

- La region intermedia, polisacarido que junto con la parte “A™ forma el centro o corazon
de la endotoxina.

- La region externa formada por un polisacarido "O" especifico. Estas se muestran en la
figura 3.

El Lipopolisacirido " O " es el responsable de la inmunoespecificidad de la
endotoxina, Y

La endotoxina puedc ser inactivada por destruccion de la molécula  del
lipopolisacarido, es decir cuando los microorganismos se autolisan o s¢ fragmentan por
métodos mecinicos o quimicos se liberan al medio.

Entre ellos encontramos el calor; generalimente se destruyen esterilizando por calor
a 250 °C durante 30 minutos, tambien usando acidos o bases diluidas, sustancias oxidantes,
agentes alquilantes y por radiaciones. *9
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2. METODOS DE DETECCION DE PIROGENOS
l.os métodos para detectar pirogenos son ;
2,1 Prueba en conejos

2,2 Prueba de Lisado de Amebocitos de Limulus ( LAL)

2.1 Prueba en conejos

La prucba en conejos ¢s una prueba in_vivo_, la cual se basa en la capacidad que
tienen los concjos para desencadenar una respuesta febril cuando existe la presencia de
agentes pirogénicos, principalmente endotoxinas, de tal manera que la dosis umbral de
endoloxina que existe para provocar una reaecion pirogénica es igual tanto en el hombre
como en ¢l conejo por las caracteristicas dadas. "

En los inicios del uso de productos parenterales y terapias intravenosas, Florence
Scibert observo que enseguida de la aplicacion de estos productos, se presentaba ficbre v
otros electos colaterales peligrosos, debido a la presencia en dichios productos de sustancias
que provenian de microorganismos, ante esto demostro la necesidad de usar agua libre de
estas sustancias para la fabricacion de productos parenterales e implemento el sistema de
prueba para Ia deteccion de pirogenos en conejos, que consiste en registrar las variaciones
de temperatura que siguen a la inyeccion intravenosa de soluciones de prueba en conejos ™"

Los conejos de prueba deben ser preferentemente de la misma variedad, mismo
sexo, adultos jovenes, sanos, de un peso no mayor a 1.500 kg, ademas de que hayan sido
alimentados con una dieta balanceada libre de antibioticos durante la semana anterior a la
prueba. Los animales deben mantenerse alojados en jaulas individuales en un local con
temperatura ambiente uniforme, de 20°C a 23 °C, con una variacionde + 3 9 C de la
seleccionada, sin ruido o factores que exciten a los animales. *

Despugs de usar los especimenes para una prueba de pirogenos, debera transeurrir
un periodo no menor de 48 horas antes de volverlos a usar si la prueba fite negativa, y de
dos semanas si el conejo presentd un incremento de la temperatura de 0.6 ° C o mis o si
estuvo involucrado en una prueba positiva.

Antes de usar los animales por primera vez, o cuando no se han usado durante 2
scmanas, controlar su temperatura durante 3 dias consecutivos antes de la prueba,
realizando todos los pasos de una determinacion de pirogenos "



Todo el material, tanto de vidric como agujas y jeringas, debe estar libre de
pirogenos para lo cual se esteriliza con calor seco a 250 °C por lo menos durante 30
minutos, 0 por otro método que proporcione resultados satisfactorios.

A partiv de la temperatura testigo para cada canejo, se calculan los incrementos
abtenidos después de la inyeccion. Cuando se presente una disminucion de temperatura, se
cansidera un incremento de cero. Si ningiin congjo muestra un incremento individual de 0.6
°C o mis, sobre su lemperatura testigo respectiva, v si la suma del incremento mayor de
los tres conejos no excede de 1.4 ° C, la muestra cumple con los requisitos para ausencia de
pirogenos. Si uno o dos animales muestran un aumento de temperatura de 0.6 °C o mis, o
si la suma del incremento mayor de los tres conejos excede de [.4 °C, repetir la prueba
usando 5 conejos mas. Si no mds de tres de los ocho animales muestran una elevacion de
teniperatura de 0.0 °C o mis y si fa suma de los incrementos mayores de los ocho
conejos no es superior a 3.7 °C, la muestra cumple con los requisitos para ausencia de
pirogenos ™

En 1942 este método es adoptado por la United Stmes Pharmacopoeia (USP) como
método oficial y confiable para determinar In concentracion pirogénica. Por muchos afios
este método ha demostrado ser eficaz, pero posee algunas desventajas y limitaciones como
In necesidad de tener un bioterio con cierto nimero de conejos bajo condiciones especificas
de alimentacion, temperatura, humedad, de contar con veterinarias para el cuidado y manejo
del mismo, lo cual implica un costo elevado; ademis del tiempo prolongado para realizar la
prucba, ya que para poder dar un resultado se necesita un tiempo minimo de 3.5 hrs. Otra
limitacion es la variacion de sensibilidad de una colonia a otra, dando como resultado {alsos
negativos. Esta prueba detecta ef rango de 0.55 a 3.5 ng/ml/ Kg. de endotoxina.

La prueba  LAL ha sido reconocida como el método nas conveniente para detectar
endotoxinas bacterianas cominmente conocidas como pirogenos.

Es una prueba in vitro . que detecta y cuantifica endotoxina pirogéniea y que se basa
en la capacidad que tiene el lisado de amebocitos del cangrejo Limulus_polyphemus, de
reaccionar con la endotoxina para dar Jugar a la formacion de un gel.

Los cangrejos cacerola son fosiles vivientes de aproximadamente 300 niillones de
aitos; dstos son encontrados en aguas litorales de  Estados Unidos de Norteamérica. Los
grandes ejemplares se establecen en las costas del Atlantico, siendo las hembras mucho mas
largas que los machos Las especies que se ulilizan para ¢ste fin, son recolectadas a una
profundidad de 30 a 40 pies cerca de Chiconteagur, Virginia.



El cangrejo cacerola posee un sistema primitivo de gelificacion sanguinea como
mecanismo de defensa contra bacterias Gram-Negativas. Se observd que cuando ¢l cangrejo
es herido esta dispuesto a la invasion de endotoxinas o bacterias, ya que sus células
sanguineas o amebocitos, se agregan para formar una malla, encima de la cual se forma el
gel proteinico. »

En 1902, Loeb describe yna enfermedad en los " Cangrejos Cacerola ", que
consiste en la coagulacion intravascular que trae como consecuencia la muerte del animal.

En 1954 Bang junto con Levine, descubrieron que la ctiologia de la enfermedad se
debia a endotoxinas; y para 1956 iniciaron ¢l estudio a fondo de esta enfermedad. Doce nitos
después llegardn a la conclusion de que la reaccion de gelificacion es de tipo enzimatico ya
que se lleva a cabo entre las proteinas coagulables de los amebocitos circulantes del
cangrejo y de las endotoxinas de csta forma son ellos los primeros en observar que en
presencia de pequedisimas cantidades de endotoxinas del orden de nanogramos; existe la
presencia de la reaccion de gelificacion in_vitro. "'

Con la prueba de endotoxina bacteriana, se estima que concentracion de endotoxina
puede estar presente en una muestra parenteral. Los métodos mds empleados son: método
de tapon de gel, método turbidimétrico y método cromogénico. Tal como se muestran en
la figura'5.

El método turbidimétrico es un método de cuantificacion; que va detectando
diferentes concentraciones de endotoxina siguiendo una cinética turbidimétrica, esta técnica
se realiza en un equipo diseiado especialmente (LAL - 5000), también se conoce como la
técnica del microplato, se corre una curva estandar donde se mide la densidad optica ( por
espectofotométrica) contra el tiempo y solo necesita 0.1 ml del reactivo y 0.4 ml de
muestra. Detecta desde 0.1- 1.0 EU/ml 6 0.01 - 100 EU/ml.

El método cromogénico es similar a la turbidimétrica, pero en esta técnica el
desarrollo de color va siendo monitoriado; la deteccidn de este método es de 0.005 EU/mil.
A la mezcla de reaccion se le adiciona un sustrato sintético, el sustrato tiene una region
terminal con ¢l aminoacido como ¢l de la gelificacion, pero aqui hay un desarrollo de color
amarillo que es medido en un espectrofotometro.

Y por dltimo el método de tapon de gel, se forma mediante una reaccion enzimatica
donde la enzima activada (coagulasa), hidroliza los enlaces especificos de la proteina
presente en el lisado de amebocitos de limulus (coagulogeno) dando resultado a la coagulina
que forma una pasta gelatinosa que indica la presencia de endotoxina. Este método fue el
seleccionado para el andlisis de endotoxinas en los productos oncoldgicos por el ficil
manejo y ¢l costo, ya que los otros métodos requieren de reactivos y equipo mas
especializados.
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FIGURA §. METODOS DE DETECCION DE ENDOTOXINA
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22,1, FUNDAMENTO BIOQUIMICO DE LA PRUEBA DE LIMULUS ( LAL )

Como ya se menciono, la reaccion de gelificacion que se efectia entre las proteinas
coagulables de los Amebocitos circulantes del cangrejo Limulus y la endotoxina (pirbgeno),
es de tipo enzimatico. Esta reaccion es muy semcjante a la reaccion de coagulacion
sanguinea en los primates y animales superiares.

Ll anilisis del Lisado indica que se necesitan cuatro sustancias para que se lleve a
cabo la reaccion de coagulacion del Lisado; tres de ellas son: La Enzima-Procoagulante que
es la fraccion de peso molecular alto y sensible al calor; fus Protcinay coagulables
(Coagnligenos), siendo la fraccion mas estable al calor y de bajo peso molecular, y Jos
Cationes divalentes ( Ca + +). Todo este proceso se inicia con la presencia de endotoxinas
de las bacterias Gram - Negativas.

Lste mecanismo de reaccion implica que la Proenzima o Enzima Procoagulante se
activa por presencia de endotoxina y por Ca++. (Esto se observa en la figura 6). Donde la
enzima activada cataliza ¢l desdoblamiento del coaguldgeno en subunidades de polipéptidos.
La naturaleza quimica del coaguldgeno y sus subunidades coagulantes fueron estudiadas en
el Limulus polyphemus y el Tachypicus tridentatus_(una especie parecida al cangrejo
cacerola que fiu¢ encontrada en ¢l mar de Japon y que tiene la misma reaccion que el
Limulus con las endotoxinas ).

En cstos estudios, las subunidades del Coagulogeno se denominaron cadenas
" A, B, C " de las cuales as cadenas " A y B " estin unidas por enlaces de Bisulfuro
formando el codgulo y la cadena * C " de la porcion interna de la molécula madre, no esta
incorporada al coagulo.

En el Limulus el coagulogeno es un polipéptido que esta compuesto de
aproximadamente 215 residuos de aminodcidos y tience un peso molecular de 19 000 a
25 000 Daltons.



La coagulacion ocurre dando como resuliado 2 fracciones :

- Una fraccion de proteinas solubles que son Péptidos de 45 aminoacidos del grupo
carboxilico final de 1a cadena, siendo este el Péptido “C”.

- Una fraccion de proteinas Péptido insoluble de aproximadamente 145 residuos de
aminoacidos, lamada Coagulina. Estos residuos de aminoécidos interactuan entre si por
atracciones Hidrofflicas ¢ Hidrofobicas que quimicamente forman enlaces de bisulfuro
cruzados, para dar lugar a 1a polimerizacion de los residuos y en consecuencia la formacion
del codgulo, v+

El coagulo esta constituido de fibras muy finas de 50 a 100 micras de diametro.

Para que la reaceion se realice, es importante hacer notar que se necesita Ja presencia
de iones divalentes como: Ca ++, Mg ++,y Mn ++ los cuales son necesarios en la
activacion de la Proenzima, y por lo tanto en la actividad enzimatica subsecuente.

Ef mecanismo por e) cual se produce la division del coaguldgeno, es similar al de la
Tripsina hidrolasa de la Serina, donde el Disopropilfluorofosfato e inhibidores de la Serina

también inhiben la reaceion de gelificacion de fa prueba LAL. '

De lo anterior, se deduce que esta prueba, no es recomendable para detectar

_ endotaxinas en sangre o sus derivados, tales como suero y plasma, porque pueden contener

factores de coagulacion activados que puedan dar resultados positivos aitn en ausencia de
endotoxinas.

Asi también, las soluciones inyectables que contienen agentes quelantes como ¢l
EDTA que complejan fos cationes divalentes como el Ca ++ inhiben la reaccion y para
poder efectuar la prueba en ellas serd necesario affadir una fuente de Ca ++ libre de
pirogenos. '
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La proenzima coagulante es activada en presencia de Ca** y
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3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA PRUEBA DE LIMULUS

La importancia de la prueba de Limulus radica en que representa un gran avance en
el campo de deteccidn de pirbgenos, ya que es una prueba simple, rpida,

efectiva y confiable.
PRUEBA DE PRUEBA EN
LIMULUS CONEJOS
SENSIBILIDAD Detecta desde 0.01 ng/ml | Detecta desde 0.55- 3.5
ng/ml/kg.
TIEMPO 1.0 hora de anélisis 3.5 horas de anélisis minimo
VARIACIONES El reactivo estandarizado Puede haber variaciones
BIOLOGICAS elimina las variaciones biologicas
PRODUCTOS TOXICOS | Puede usarse para productos | No pueden ser aprobados
toxicos por ellos
ANALISIS DE PIROGENOS No se puede detectar St detecta
EN SANGRE, SUERO Y
PLASMA
COMPATIBILIDAD No ¢s compatible para todos

los productos

Si es compatible

No es sensible a otro tipo de
particulas como polvo y
pelusas, solo para endotoxinas

Si es sensible a otro tipo de
particulas.

CUADRO 1: Ventajas y desventajas de la prueba de Limulus.
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B. VALIDACION

En los Gltimos aflos la validacion de métodos analiticos ha -adquirido gran
importancia en la Industria Farmacéutica, es por ello que esta especialmente interesada en la
validacién de métodos analiticos, debido al gran incremento de nuevos productos que ticnen
que ver con la salud y que requieren de métodos de analisis apropiados.

En la actualidad se han desarrollado una serie de procedimientos que permiten
validar el método, commo un aspecto importante en fa filosofia de cualquier sistema de
calidad de una empresa: " ASEGURAR LA CALIDAD DE UN PRODUCTO ",

El término validacion hace su aparicion como un movimiento mas de la actividad de
calidad.

Tomando como idea su principio, se puede establecer que la validacion de métodos
analiticos es un proceso documentado que permite demostrar que este cumple con su
proposito, por o tanto, la importancia reside en determinar la confiabilidad de la
metodologia. %"

Por definicion se dice que Validacidn es el proceso por el cudl queda establecido,
por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. '"*

La validacion es uno de los objetivos de las normas de GM.P. y también es un
objetivo de la Sceretaria de Salud, en México se estd convirtiendo ya en un requisito
reglamentado por esta entidad.

Desde 1973, se ha probado que LAL es un indicador muy sensible a la presencia de
endotoxina bacteriana (pirogenos). Debido a su sensibilidad ya demostrada.

En 1980, ia United States Food and Drug Administration (F.D.A.) anuncio la
disponibilidad de una guia preliminar que exponia procedimientos para utifizar 1a prucba
LAL como método de anélisis para determinar endotoxinas en productos terminados para
medicamentos inyectables tanto en humanos como en animales. "
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En 1985 la United States Pharmacopeia (USP XX1 ) incluye la prueba LAL como
un método que sirve para estimar la concentracion de endotoxinas bacterianas, menciona la’
necesidad de validar la prueba antes de ser utilizada como método de rutina, sustituto de Ja
prueba en conejo, L9

En diciembre de 1987, la United States Food and Drug Administration { F.D.A., ),
publicd fa Guia de validacion de la prueba LAL como anlisis de endotoxinas en productos

terminados para medicamentos de aplicacion parenteral y equipos médicos. Los esfuerzos -

de Ia validacion estan enfocados hacia la seguridad, reproducibilidad y eficacia de procesos.

En 1995 la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos ( F.E.UM. 6" Edicion)
ha aceptado para cada monografia individual los limites especificos de endotoxina.

La FDA ha aceptado los fimites de endotoxina en fas monografias individuales
descritas en la USP para varos preparados farmacéuticos, -incluyendo agua vy
radiofarmacéuticos. Por lo que se ha establecido que el limite maximo de Endotoxina (K)
expuesto por hora es de 5.0 EU / Peso 0 350.0 EU/ Total en el cuerpo, y en preparaciones
Intratecales en un Limite maximo de 0.2 EU Kg o 14.0 EU/total en el cuerpo. ™

El limite méxitmo para cada preparacion farmacéutica recomendado en dosis humana
o dosis en conejo esta especificado por la monografia como pirogenos. ®  Para demostrar
que el método empleado cumple con los requisitos especificados, para que funcione como
1al, se procedio a validar la técnica, siendo el método empleado el de ** Tapon de Gel “.
Dicho método incluye las etapas que a continuacion se describen:

a. Confirmacion de la sensibilidad del reactivo.

b. Determinacién de la potencia de endotoxina.

<. Prueba de compatibilidad / Inhibicion.

d. Determinacién tedrica de fa Méaxima Dilucion Valida (MVD)

e. Reproducibilidad del método .
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a. Sensibilidad. (1)
Es la minima concentracion de endotoxina bacteriana en una muestra, la cual puede
" ser detectada por el lisado de amebocitos de Limulus, sin que exista inhibicion o realce de la
reaccion, se encuentra indicada en el marbete y se expresa en EU/ml. La mayor diferencia
entre marcas de lisado radica en ¢ area de sensibilidad, algunas marcas de Lisado forman
un gel firme en presencia de Unicamente 0.04 ng. de endotoxina /ml., pero otras marcas
necesitan por lo menos 0.4 ng. Por lo que es necesario checar la sensibilidad, para
corroborar que realmente detecte la cantidad de Endotoxina necesaria, para algin producto
en especifico. El proveedor elegido fue Mallinckrodt S.A.

El tiempo de gelificacion se define como: el tiempo de incubacion en minutos a 37°
C , necesario para que se fornte un gel firme de una mezcla de lisado y suspension de la
endotoxina en partes proporcionales.**

Se entiende por gel firme, un gel capaz de mantener su integridad con el tubo de
ensayo en posicion invertida o girado a 180° C. ¥

b). Potencia

Para confinnar la potencia de la Endotoxina se requiere un andlisis del proveedor,
Esta situacion hard que la Endotoxina de control estandar ( C S E ) sea estandarizada contra
un estandar de Endotoxina de Referencia (R S E ) y se incluird el resultado de la potencia
estandarizada. I.a potencia se expresa en EU / ng.

Control esténdar de endotoxina ( CSE ). Preparacion de endotoxina de
Escherichia Coli caracterizada y estandarizada contra la endotoxina estandar de referencia.
Se emplea en la preparacion de controles positivos y en las soluciones estandar de
endotoxinas,para verificar la sensibilidad del lisado de amebocitos de Limulus.

Endotoxina de Referencia ( RSE ). Es la endotoxina de referencia, la cual tiene
una potencia definida en unidades de endotoxina (E'J) por vial™

Una EU es la actividad en un peso definido de la Endotoxina Estandar USP; asi por
definicion 1 EU = 0.2 ng de la Endotoxina Estandar USP Lote EC-2. 4%

¢). Concentracién no Inhibitoria

La concentracion no inhibitoria experimental, es Ia concentracion de producto a la
cual la prueba de LAL no es inhibida ni favorecida; por lo tanto a esta concentracion no
habré resultados falsos positivos 6 falsos negativos.

d). La Maxina Dilucién Vilida

La Maxima Dilucion Valida ( M.V.D.), es la maxima ditucion pennitida que se le
puede hacer al producto para realizar prucbas de compatibilidad con e reactivo LAl ya
que dsta sirve para seleccionar diluciones de prueba que no excedan la concentracion que
pueda inhibir la concentracion experimental para drogas administradas en EU / kg.
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C PRODUCTOS ONCOLOGICOS O ANTINEOPLASICOS

El Céncer no es una enfermedad especifica, sino que engloba una seric de
alteraciones en el funcionamiento y control del metabolismo ademés de la fisiologia celular,
principalmente en aspectos de reproduccion y proliferacion. ®*

Las causas del cancer son muy variadas, tanto como el tipo de tumor o neoplasia
que llegan a producir.

Una neoplasia es un crecimiento de tejido relativamente incontrolado. Los tumores
humanos espontaneos constituyen el objeto final de la investigacion oncoldgica basica.

La mayoria de las neoplasias puede dividirse en dos tipos principales:

1) Tumores benignos no invasivos y no metastasicos

Los tumores benignos se caracterizan por poseer una estructura que a menudo esla
tipica del tejido de origen, son tumores bien diferenciados y que crecen lentamente.

2) Tumores malignos 6 metastasicos

Los tumores malignos son gencralinente, indiferenciados y constan de un gran
porcentaje de células en fase de division.

La metastasis se define como la transinision de la enfermedad de un 6rgano o una
parte de él, a otro no directamente conectado con él. Esta puede ser debido a la transmision

de microrganismos patogénicos o bien la transmision de células como tumores malignos, La
capacidad de invadir y propagar es la unica caracteristica propia de las neoplasias malignas.

El proceso metastasico comprende la liberacion de células del tumor primario, la
diseminacion a zonas distantes, la detencion a nivel de la microcirculacion de los organos,
asi como la supervivencia y crecimiento de dichas colonias en el nuevo tumor. El resultado
de estos procesos, depende de factores propios del huésped y de las propiedades celulares
del tumor. Por lo, tanto el desarrollo metastisico es un proceso complejo altamente
selectivo que comprende la interrelacion entre [as propiedades de las células tumorales y las
propiedades del huésped.
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La muerte de los pacientes, en el pasado se consideraba como una consecuencia
directa del cancer, sin embargo con la aparicion de la quimioterapia, la esperanza de vida y
" curacién aumento..

Dado que la mayor parte de tumores se forman a partir de una célula {nica como
resultado de una mutacion espontanea, por la exposicion a un virus oncogeno o un agente
quimico carcinogeno, expandiéndose hasta un nivel que puede ser detectable. La capacidad
de curar el cancer depende de numerosas variables; siendo la mas importante la presencia de
metéstasis viables. La necesidad de la quimioterapia surgio de la observacién del cincer que
es raramente un proceso localizado y es no controlable con métedos locales; por lo que la
quimioterapia del cancer es el tratamiento de las metastasis

La idea de que los farmacos pudieran ser utiles para tratar el cincer recibid gran
impetu a partir del uso de firmacos sintéticos y productos naturales para curar infecciones
bacterianas comunes y tuberculosis tanto en roedores cotno en el hombre.

Erhlich, considerado el padre de la quimioterapia, se dedico a trabajar sobre el
problema del cancer, y en 1898 descubrié ¢l primer agente alquilante, que 50 afos después
de su observacion este agente se aplico al tratamiento de las enfermedades neopldsicas del
hombre ™"

Todos los farmacos antineoplisicos son citototoxicos (venenos celulares) ya que
afectan el desarrollo tanto de las células normales como el de las neopldsicas. Sin embargo,
dado que las células neoplasicas son mucho mas efectivas y se multiplican con mayor
rapidez que las normales, tambien son méis susceptibles. @'+ Por lo que, las células que
estan en etapa mitdtica de proliferacion estan mas propensas a reaccionar con este tipo de
farmacos.

Ademis de sus propiedades citotoxicas, éstos son potencialmente mutagénicos y
teratogénicos, ya que poseen propiedades inmunodepresoras, las cuales afectan las
respuestas inmunologicas, tales como la produccion de anticuerpos, reaccion inflamatoria y
¢l funcionamiento de la fagocitosis. *»

La toxicidad de los oncologicos también se mantfiesta en ¢l revestimiento del tracto

gastrointestinal, las Glceras orales, el sangrado intestinal y la diarrea son signos de una
toxicidad excesiva.
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Los antincoplasicos pueden clasificarse en varias categorias de acuerdo a su
mecanismo celular .

1. Alguilaptes.  Se cree que estos medicamentos se unen al dcido nucleico dentro del
nucleo de la célula afectando la mitosis (division celular), como cjemplo estan las nostazas
nitrogenadas.

2. dntimetabolitos: Estos medicamentos afectan procesos importantes del metabolismo
celular. Algunos de ellos son tan parecidos a metabolitos celulares necesarios que la célula
incorpora como error, pero al no poder usarlos todo el mecanismo de la division celular se
detiene. Dentro de este grupo estan los andlogos del dcido Folico, como el Metotrexato,
anilogos de purinas.™

3. Productos naturales: A pesar de que también afectan fa division celular, ciertas
sustancias naturales (alcaloides y antibidticos) han demostrado ser dtiles como
antineoplasicos.

4. Hormanas: En especial las sexuales, se emplean cn algunas neoplasias.

5. Isotopos_radiactivos: El Fosforo, Yodo y Oro radiactivos son efectivos comtra
determinadas formas de cancer. Estos medicamentos destruyen el tumor mediante
irradiacion, **

Como se puede apreciar la utilidad de estos medicamentos es muy amplia, tanto
como lo es la responsabilidad de todas las personas involucradas en la produccion,
acondicionamiento y control de calidad de los productos asi como en la administracién de
ellos a los pacientes.

L.a mayoria de estos medicamentos se emplean exclusivamente para enfermedades
neoplisicas, como es el caso del Cisplatino y Metotrexato que se mencionan a continuacion.
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1. METOTREXATO

/E Y Caolt22Ng05
C|:OOH | N]i(

HOOCCHgCHgCHNHC“2~ N—CHa NH; PM. 454.44

Amoteprina; Acido N- ( 4- ( 8,2,4 diamino -6- pteridine ) metil - metilamino ) benzoil )
L- glutdmico, Metotrexato; Methoptenna; 4-amino-4-dioxy- | 0-metilpteroil- L-ghitdmico
dcido; 4-amino-10-metil acido folico.*

DESCRIPCION.

Polvo cristalino de color amarillo naranja. Ficilmente soluble en soluciones diluidas
de hidroxidos alcalinos y carbonatos, ligeramente soluble en solucion 6.0 N de HCI, casi
insoluble ¢n agua, etanol, éter y cloroformo.

Es un teratogénico en humanos y animales de laboratorio y pueden afectar sangre ,
higado y otros drganos.

Es un antagonista del Acido Félico. Afecta la formacion de DNA Encontrandose asi
en ¢l grupo de los Hamados Antimetabolitos.

Los Antinetabolitos son agentes que gracias a su similitud estructural con sustancias

del metabolismo interntediario fisiologico utilizan como substratos en reacciones quimicas
. . .y . 2
vitales, interfiriendo de este modo con el metabolisnio celular ™!

MECANISMO DE ACCION:

El Metotrexato ejerce su efecto Citotoxico a través de la accion enzimdtica
Dihidroflica reductasa. Esta enzima es la responsable del mantenimiento de la union
intracelular de folatos cn estado reducido, y # su vez tetrahidrofolatos actian como
transportadores de grupos monocarbonados requeridos para la sintesis de nucledtidos de
purina y timidilato,
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El Metotrexato provoca a través de la inhibicion de la reductasa una acumulacion de
folatos celulares en su forma inactiva oxidada y un bloqueo de la sintesis primero de
Timilidato y luego de los nucledtidos de purina. La inhibicion de fa sintesis de Timidilato
parece ser mas sensible a la depresion de folatos reducidos.

L.a muerte celular se produce con mayor eficacia a dosis elevadas, probablemente
debido a la mayor letalidad de los efectos antipurinicos.

El Metotrexato entra en las células por un mecanismo de transporte activo
compartiendo con los folatos reducidos fisiologicos, y alcanza las concentraciones de
equilibrio en practicamente todas las células en menos de 30 minutos. El Metotrexato es
transformado en poliglutamato mediante un proceso andlogo a la poliglutamacion de los
folatos fisiclagicos.

Usos:

Como tratamiento se usa en Cariocarcinoma Uterino, Linfoma, Leucemia
Linfoblastica aguda, Leucemia Meningea y otras neoplasias diseminadas en los niflos, se ha
observado que al emplearlo en la quimioterapia en tumores de cabeza y cuello hay un efecto
positivo. También es un inmunodepresor en transplante renal, y como medicamento de
investigacion de Lupus Eritematoso Sistémico y Artritis Reumatoide. Antes de iniciar el
tratamiento, se recomienda realizar pruebas de funcion renal y durante el tratamiento debe
determinarse diariamente el conteo de Leucocitos. "

REACCIONES ADVERSAS:

El Metotrexato tiene un margen estrecho sobre los efectos terapéuticos deseados y
las reacciones de toxicidad . Los efectos colaterales mas graves son la deficiencia de Acido
Félico y la depresion de la médula dsea.

DOSIICACION.

El Metotrexato sodico se administra por via Intravenosa, via Intramuscular,
Intratecal o Intra-arterial. La dosis individualizada en Cariocarcinoma, es de 15-20 mg/dia
durante 5 dias y se puede repetir de 3 a 5 veces, con periodos de reposo de una semana
entre cada tratamiento. En Leucemia se inicia de 3.3 mg/m? ( con 60 mg de prednisona
diarios por m* ). En Leucemia Meningea se administra Intratecalmente de 0.2 a 0.5 mgkg
cada 2 a 5 dias. "™
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PRECAUCIONES:

Se debe tener cuidado especial al manejarlo ya que es toxico, evitar el contacto
directo conla piel, asi como inhalar ¢l polvo contenido en su envase. Todas las operaciones
relacionadas con el andlisis deben efectuarse en una campana de extraccion restringiendo el
acceso al personal ajeno. Los guantes y mascarillas utilizadas al terminar las pruebas deben
incinerarse al igual que los desechos de andlisis. 3>

DESTRUCCION:

El Metotrexato es destruido por oxidacion con KMnOy en H,SO,, con KMnO,
alcalino, ¢ Hipoclorito de Sodio. La destruccion es mayor del 99.5 % en todos los casos. A
continuacion se describen mas detalladamente cada uno de los métodos:

A). Diluir con una solucion de H,S04 3.0 Molar, no excediendo la concentracion de
5.0 mg/ml, después adicionar 0.500 gr. KMnOy por cada 10.0 ml de solucion, agitar 1.0 h,
decolorar, neutralizar con Acido Ascorbico y descartar.

B). Disolver en una solucion de NaOH 1.0 Molar, cuidando no exceder la
concentracion de 1.0 mg/ml. Por cada 50.0 ml de esta solucidn, adicionar 5.50 ml. de una
solucion acuosa de KMnOs 1.0 % y agitar. Si el color pirpura permanece por mas de 30
minutos, adicionar mas solucion de KMnOQ,; después decolorar la mezcla con solucidn 0.1
Molar de Bisulfito de Sodio para neutralizar y descartar.

C), Disolver en una solucion de NaOH 1.0 Molar, no excediendo la concentracion
de 0.500 mg/ml. Para cada 100 ml de esta solucion adicionar 10 il de solucion 5.25 % de
Hipoclorito de Sodio y agitar por 30 min. A esta mezcla remover el exceso de Oxidante,
neutralizar con HC1 0.1 Molar, destruir y descartar,*" 2%

El método que se siguio para destruir los desechos de los anélisis del Metotrexato
tue el que se indica ¢n el inciso A.
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2. CISPLATINO

Cl.  NH; (NH;),PICh

/
Ny
CI/ \NH3 PM. 300,05

Cisplatino; CIS-DDP; Platino Diaminodicloro, Citotrexato, Cis-diaminodicloroplatino.

DESCRIPCION

Cis-diaminodicloroplatino es un complejo de metal pesado que contiene un atomo
central de platino rodeado por dos atomos de cloro y dos moléculas de amonio en posicion
CIS. EL Cis (11) platino diaminodicloro ( CIS - DDP ), es el tinico compuesto con un metal
pesado, de uso comiin en terapia antihumoral, por tanto, posee un mecanismo de accion y
un espectro de efectos bioldgicos unicos dentro de este grupo de fairmacos ya que estd
considerado dentro de Agentes Alquilantes. 147

Es un polvo liofilizado de color amarillo anaranjado. Soluble en solucion salina a
1.0mg/ml, y en Dimetilformamida, con punto de fusion de 270 °C. 1 ‘

La actividad antihumoral del Cis-DDP, se comprende mejor al examinar sus
propiedades quimicas en solucion acuosa, (Figura 7). El platino (Pt), es un metal pesado
divalente, que se enlaza con 2 grupos que pueden ser ficilmente liberados, los iones
cloruros; en transposicion a los grupos cloruro se hallan dos iones NHy firmemente unidos
por un enlace coovalente. Solo la estructura Cis-dicloro posee actividad antilumoral. El
isémero Trans-DDP carece de actividad citotdxica, posiblemente por su incapacidad para
formar enlaces dentro de las cadenas DNA. Los dos iones cloruro experimentan un fento
desplazamiento por el agua, proceso que puede acelerarse en ambientes con concentraciones
bajas de cloruro (por ejemplo en el interior de la célula), generando un compuesto hidratado
cargado positivamente.®®

. @
Cl NHs HO_ NH;
L — p{ a0 2]
) N\
Cl NH; HzO® NH;

Figura 7. Cis - Dlaminodicloroplatino: Formacién de Complejos reactivo en solucion
acuosa,

24



Estos compuestos activados pueden reaccionar con los puntos nucleofilicos del
DNA, RNA o proteinas para formar enlaces coovalentes bifuncionales semejantes a las

" reacciones Alquilantes.

Las consecuencias de la accion del Cis - DDP sobre el DNA incluyen cambios de
conformacion del DNA e inhibicion de la sintesis del mismo. La formacion de enlaces es un
proceso lento que continua horas después de la exposicion al firmaco y se opone a los
procesos de reparacion, que separan y reconstruyen los segmentos de DNA daiiados.

Parcce que algunas células son mas sensibles a este farmaco si se exponen durante la
fase G (intennitotica), posiblemente por el retraso en la formacion de enlaces. ®»

ACCION

Cis-DDP, tiene propiedades bioquimicas similares a la de los agentes Alquilantes
bifuncionales que producen uniones cruzados entre las cadenas del DNA. Despuds de la
aplicacion de una dosis (inica por via intravenosa, ¢l Cis-diclorodiamino platino en animales
y humanos, se concentra en higado, rifiones, intestino delgado y grueso. Aparentemente
tiene pobre penetracion en sistema nervioso central,

La vida media plasmatica post-distribucion es de 58 a 73 h, durante esta fase, mas
del 90 % de radioactividad en la sangre esti ligada a las proteinas. E! Cis-diclorodianino
platino se excreta principalmente por la orina del 20 al 75 % c¢n las primeras 24 h después de
la administracion, ¢%"

Usos

Tratamiento paliativo de tumores testiculares y oviricos metastasicos, en
combinacion con otros medicamentos, o que han recibido anteriormente procedimientos
quinirgicos y/o radioterapéuticos apropiados. También en terapia de carcinoma de células
escamosas de cabeza y cuello.

En cancer avanzado de vejiga, el cis-diclorodiamino platino se indica como tmico

medicamento, y también responde a tratamientos locales tales como cirugia o radioterapia
en el mismo, "
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ADMINISTRACION CLINICA ¥ TOXICIDAD

El método de administracion clinica del Cis-DDP viene determinado por sus
principales efectos toxicos. Dado su potencial de nefrotoxicidad, el Cis-DDP se administra
normalmente después de un periodo de hidratacion de 4 a 6 h con 1.0 litro de liquido y de
25 a 50 gr. de Manitol. La dosis total a administrar varia normalmente entre 40 y 120 mg /
m?. Otra alternativa es administrar 20 mg / m? al dia durante 5 dias, método que causa
menos nefrotoxicidad y naiiseas. '

Esta contraindicado en pacientes con funcion renal disminuida . No debe ser
empleado en pacientes mielosuprimidos, 7

PRECAUCIONES

Se debe tener especial cuidado al manejarlo ya que es toxico, evitar el contacto
directo con la piel, asi como inhalar el polvo contenido en sus envases. Todas las
operaciones relacionadas con el analisis deben efectuares en una campana de extraccion
restringiendo €l acceso al personal ajeno. Los guantes y mascarillas utilizadas al realizar las
pruebas deben incinerarse igual que los desechos de analisis.™

DESTRUCCION
La degradacion de un gran nimero de firmacos antineoplésicos, incluyendo

Cisplatino y Metotrexato, fue investigado por la Internacional Agency for Research on
Cancer (IARC).

El Cisplatino puede ser destruido por reduccion del elemento Platino con Zing (99 %
de destruccion), o por formacion de un complejo inactivo con Dietildiotiocarbamato. Con
dichas soluciones las muestras formadas no fueron mutagénicas; pero con la oxidacion del
Cisplatino con KMnOy, se encontrd que daba residuos mutagénicos, por lo que no es
recomendable. ¥

A) Disolver el Cisplatino en solucién de Acido Sulfiirico 2 Molar. Agitar la mezclay
adicionar 3.0 gramos de Zinc en polvo para completar la destruccion, neutralizar y desechar.

B) Disolver ef Cisplatino en agua; por cada 100 mg. de Cisplatino, adicionar 30.0 ml
de solucion de Dieltilditiocarbamato 0.68 M en NaOH 0.1 M. Adicionar 30 ml de solucién
saturada de Nitrato de Sodio (formando un precipitado amaritlo), y desechar, 4%

Para la destruccion del andlisis del Cisplatino se realizd el método del inciso A.
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Il. PLANTEAMIENTO DEIL. PROBLEMA

Los productos farmacéuticos estériles, deben poseer caracteristicas unicas, tales
como encontrarse libre de microorganismos, pirogenos, particulas y cualquier otra sustancia
que represente una toxicidad potencial para el paciente; en otras palabras los patrones de
califad de estos productos son extremadamente altos. Por tal motivo, los métodos
empleados en la deteccion de algunos contaminantes, como lo son las sustancias
pirogénicas, se considera, un factor critico en la manufactura de estos productos, ya que
pueden producir fiebre, shock y hasta la muerte

Ante ésto en el presente proyecto se pretende- establecer la seguridad de que el
método empleado para cuantificar la cantidad de endotoxinas bacterianas en un producto
farmacéutico oncoldgico estéril, cumpla con la funcion para lo cual esta disefiado, es decir,
se encuentre validado.

Una de las causas o factores por lo que se pretende la validacién del método para
determinar endotoxinas bacterianas con reactivo LAL en productos Oncolégicos, es que
éstos son citotoxicos, lo que involucraria un mayor uso de conejos y por consiguiente un
mayor costo, ademas de que estos animales no servirian para pruebas subsecuentes por la
toxicidad de dichos productos.

Otra de las ventajas del reactivo LAL es que este se puede mancjar a una
sensibilidad tan baja, en ¢l orden de nanogramos, que al ser evaluado se pueden detectar
cantidades muy pequefias de endotoxina in vitro, en comparacion con el método in vivo ya
que tiene mayor sensibilidad y compatibilidad.

Finalmente, fa prueba LAL puede ayudar a obtener productos de mayor calidad,
obteniendo beneficios con menos tiempo invertido.
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il OBIETIVOS

GENERALES

- Establecer un método de deteccion para la prueba de pirdgenos ( Endotoxinas
bacterianas ) por el método del Lisado de Amebocitos de Limulus (LAL) en los
" productos Oncoldgicos Metotrexato y Cisplatino.

- Establecer de mancra documentada, que la prueba LAL, para la deteccion de
pitogenos en Metotrexato y Cisplatino es valida, confiable y reproducible, y que
puede sustituir a la prueba oficial de deteccion de pirdgenos en conejos.

PARTICULARES

- Establecer la minima concentracion de validacion permitida (M.V.C.) y la mixima
dilucion permitida (M.D.V.) para cada producto oncologico, Metotrexato y
Cisplatino.

- Establecer la concentracion no inhibitoria con base a la Minima Concentracion
Vilida (M.V.C.) y Maxima Dilucion Vilida (M.V.D.) de los mismos productos.

- Caliticar al personal que efectie la prucba de Lisado de Amebocitos de Limulus.

- Establecer la reproducibilidad de los resultados obtenidos.
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1V. HIPOTESIS

La sensibilidad del reactivo LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus) es dependiente
de Ja_concentracion de endotoxina, por lo que la respuesta de gelificacion aumentard
conforme aumente la concentracion de endotoxina contenida en la muestra; ya que al
interaccionar el reactivo Lisado de Amebocitos de Limulus con la muestra, no debera dar

lugar a la reaccion de gelificacion, lo cua! indicaré que el producto se encuentran libre de
endotoxina,
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V. EQUIPO Y MATERIAL

. Material de vidrio

- Matraces Volumétricos Pyrex de 10, 25, 50 y 100 ml.

- Pipetas Volumétricas Pyrex de {, 2,5 y tOml..

-Vasos de Precipitados Pyrex de 10, 50, 100, 400 y 1000 mt,
- Pipetas Graduadas Pyrex de 1, 2,y § mt,

- Matraz Erlermeyer Pyrex de 250 ml,

- Probetas Graduadas de 1000 ml,

. Material Diverso

- Micropipetas Automdticas de 50, 100, 200 y 1000 ul.

- Frascos Vialesde 5y tOmt

- Gradillas Unicel y Metdlica

- Equipo de Seguridad
. Mascarilla INFRA mod. 11-1050, y Goggles U1-PO-72, Guantes Latex
. Bata Impermeable, Cubrebocas y Cofia

- Papel Impermeabilizante (Whatman N. 50)

- Paiios de algodon

- Termometros (<100 a 110 °C)
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C. Reactivos Bioldgicos
- Endotoxina Control Estandar E, Coli 055: BS. 10.0 EU/ng. Mallinckrodt S.A.
- Endotoxina Referencia Estandar E. Colii USP (10,000 EU/vial)
- Lisado de Amebocitos de Limulus. L-3L0775 y L-3L0700, Mallinckrodt S.A.

- Agua Libre de Pirdgenos

D. Reactivos Quimicos
- Hidroxido de Sodio J.T. Baker Q.P.
- Acido Clorhidrico J.T. Baker Q.P.
- Permanganato de Potasio J.T. Baker Q.P.
- Acido Ascorbico J.T. Baker Q.P.
- Zinc en polvo J.T. Baker Q.P.

- Acido Sulfurico J.T. Baker Q.P.

E. Productos Oncoldgicos
. Metotrexate 50 mg. Liofilizado 1.-20339 y L-20340

. Cisplatino 10 mg. Liofilizado L- 20526
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F. Soluciones
- Acido Clorhidrico 0.1 N con agua libre de pirogenos
- Hidroxido de Sodio 0.1 N con agua libre de pirogenos

- Acido Sulfitrico 2.0 y3.0 M.

@. Instrumental y Equipo
- Balanza analitica Sartorius
- Cronémetro Casio Modelo 210-14
- Termoincubador Modelo 137-455 Serie 0639 37°*

- Agitador detubos Tipo Vortex. Modelo 22173
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VI, DESARROLLO EXPERIMENTAL

El desarrollo de este trabajo sobre la deteccion de endotoxinas bacterianas

(pirogenos) “in vitro” con el reactivo LAL (Lisado de Amebocitos de Limulus) se realizo
de manera independiente para los siguientes productos Oncologicos, Metotrexato y
Cisplatino como producto terminado.
En el siguiente diagrama de bloques (Figura 8), se muestra la metodologia seguida en este
trabajo comenzando por: el tratamiento previo del material, la preparacion tanto de las
soluciones libres de pirégenos como de las soluciones inactivadoras, la calificacion del drea
donde se realizarén las pruebas, continuando con las pruebas preparatorias que fucron: la
preparacion del reactivo de Limulus, la curva estandar de endotoxina 1.0 EU/ml, y la
verificacion de la potencia. Finalizando con la validacion del método donde se calcul6 la
maxima dilucion valida, se realiz0 la sensibilidad del reactivo y la prucba de
compatibilidad/inhibicion. Terminadas las pruebas anteriores y corroborando que todo
estuvo bién se realizé la detcrminacién las endotoxinas bacterianas en cada producto,
haciéndose asi mismo la prueba de reproducibilidad del método.

En el diagrama Causa-Efecto que se observa en la figura “9” se resumen los
factores criticos que se involucran en la técnica del método de endotoxinas para minimizar
los pasibles errores, para asi obtener mejores resultados; entre estos estd como deben ser

'ratados los materiales, reactivos y equipos asi como las condiciones mas adecuadas.
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TRATAMIENTO PREVIO DEL MATERIAL
Y PREPARACION DE SOLUCIONES

|

CALIFICACION DEL AREA DE TRABAJO

i

SOLUCION DEL LIOFI.IZADO“

POTENCIA DE
ENDOTOXINA

SENSIBILIDAD DEL
REACTIVO

COMPATIBILIDAD
INHIBICION

H-I;ETERMINACION DE ENDOTOXINAS BACTERI

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

FIGURA 8. DIAGRAMA DE LA METODOLOGIA EMPLEADA EN LA
DETERMINACION ENDOTOXINAS BACTERIANAS
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A TRATAMIENTO PREVIO DEL MATERIAL Y PREPARACION DE

SOLUCIONES

1. Lavado del Material

Se lavo con jabon dextran

Se enjuagd con agua destilada

Se secdO completamente en una estufa a 105°C

Se despirogenizo en una estufa a 250 °C durante 30 minutos.

2. Preparacién de soluciones

Hidroxido de Sodio 0.1N . Libre de pirdgenos

Se pesaron exactamente 0.400 g. de NaOH grado reactivo, se tranferirieron a un
mairaz aforado de 100 ml, y se aforaron_ con agua libre de pirogenos. Después se
transvaso la solucion a un matraz erlenmeyer de 250 mi. con tapon y se esterilizo en

una autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Acido Clorhidrico 0.1 N . Libre de pirdgenos

A un matraz aforado de 100 m} conteniendo 50.0 m} de agua libre de pirdgenos,
se agregaron 8.5 mi de 4cido clorhidrico concentrado y se aforaron con agua libre
pirogenos. Después se transvaso fa solucion a un matraz erlenmeyer de 250 ml

con tapon y se esterilizo en una autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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Acido Sulfiirico 2.0 M
A un matraz aforado de 2.0 litros, conteniendo 1.0 litro de agua destilada, se

agregaron 220 ml de acido sulfirico concentrado y se aforaron con el mismo

solvente.
Acido Sulfirico 3 M

A un matraz aforado de 2.0 litros conteniendo agua destilada, se agregaron 325 mi

de acido sulfirico concentrado y se aforaron con la misma agua destilada.
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B. CALIFICACION DEL AREA DE TRABAJO

La calificacion involucra que el drea e instalaciones donde se realizo la prucba, se
encuentran en las condiciones apropiadas con el objetivo de- minimizar el riesgo de
exposicion de estas sustancias, haciendo asi el trabajo mas seguro ya que los productos
Oncologicos analizados son cancerigenos. Para realizar la calificacion del drea de trabajo se
realizaron las siguientes actividades:

a) Descripcién del area
b) Instalaciones y servicios
¢) Materiales que estuvieron en contacto con los productos

El area donde se realizaron las pruebas fue el dre estéril 2, del departamento de
microbiologia, porque como son productos estériles deben trabajarse con mucho cuidado,
ademas de que son muy toxicos, para evitar una posible contaminacion. El area cuenta con
las siguientes instalaciones y servicios: Un sistema de extraccion que cumple con los
requerimento especificados, la instalacion eléctrica de 120 V y una campana de flujo laminar
tipo horizontal. Entre los materiales que estuvieron en contacto con el producto fueron una
pantalla de acrilico vertical, ¢l papel absorbente utilizado para cubrir las partes de Ia base de

la campana por si habia derrames de producto fue tipo whatman N° 50 de 100 cm X 50 cm.
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C. PRUEBAS PREPARATORIAS

1. PREPARACION DEL REACTIVO LIOFILIZADO * LISADO DE
AMEBOCITOS DE LIMULUS ¢
a. Se reconstituyo el frasco vial con 5ml de agua libre de pirdgenos. Agitando
suavemente en forma manual, evitando la formacién de espuma.
b. Un vez que se reconstituyo el Lisado se dosificaron con una jeringa estéril de
1.0 ml, cantidades de 0.! ml en tubos de ensayo (50 tubos pyrogent) de
10 x 75 mm. con tapon de rosca

¢. Se almacenaron a temperatura de congelacion de -10 a 0° C hasta su uso' |

2. PREPARACION DE LA CURVA ESTANDAR DE ENDOTOXINA
1.0 EU/mi
a. Sereconstituyo el control de endotoxina con 5.0 ml agua libre de pirogenos.
b. Se agitaron durante 5 minutos en un agitador vortex.
¢. Se diluyd laendotoxina con agua libre de pirogenos a una concentracion de
1.0 EUMml il Cada dilucion se agitd en el vortex durante 60 segundos antes
de hacer las diluéiones subscuentes tal como se muestran en el esquema “1" de

diluciones de endotoxina.

f.EI lisado reconstituido y congelado pucede almacenarse hasta 4 semanas,
"Una EU es una unidad de endotoxina y esta equivale a 1).2 ng de endotoxina
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ESQUEMA 1

DILUCION DE ENDOTOXINA TIPICA 1.0 EU/ml

EL VIAL CONTIENE 500 p/m:
CUANDO SE RECONSTITUYE CON 5.0 ml DE AGUA

500 p/ml
6 — -
04m pLUIR
10m!
olml ————P &
DILUIR
10ml
05ml ———— %
DILUIR
10ml
Loml  ———b> &
DILUIR
soml

(20p/ml)

(0.2p/ml)

(10ng/ml)

(0.2ng/ml)
(0.0002 p/ml)
(! EUml)
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3. POTENCIA DE ENDOTOXINA
PREPARACION DE LA SOLUCION DE ENDOTOXINA DE REFERENCIA
RSE.
Del vial RSE Endotoxina USP:

a) Se reconstituy6 el vial de endotoxina RSE, con 2.0 mi de agua libre de pirdgenos, se
agitd vigorosamente en el vortex por 5.0 minutos.

b) A partir del concentrado, se pasarén 0.1 ml a un matraz aforado de 50 mi. y se diluyeron
y aforaron con agua libre de pirogenos.

¢) De la dilucion anterior, setomo 1.0 ml y se aforo a 10 mi. con agua libre de pirdgenos,
llegando a una concentracion de 1.0 EU / mil.

- Se preparon dos curvas de Endotoxina independientes; una de Endotoxina Control
Estandar (CSE) y la otra de Endotoxina Estandar de Referencia (RSE), partiendo de la
concentracién 1.0 EU /ml. esquera " 2"

- Se hicieron dos diluciones por arriba y dos por abajo de la sensibilidad central
(0.125 EU/mi), se hicieron por cuadruplicado para cada endotoxina y se homogenizarén los
tubos suavemente, la reaccion de cada replica se llevo a cabo con 0.1 ml de cada una de las
diluciones con 0.1 m! del reactivo LAL.

- Scincubaron los tubos en una placaa 37 ° C + 1 °C durante 60 minutos.

- Al término del tiempo se considerd como punto final a aquella concentracion que
dio como respuesta positiva la formacion de un gel firme.

Una adecuada verificacion de la potencia de la Endotoxina Control Estandar es si
entra en el rango de 2.0 EU/mt a 10.0 EU/ml
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ESQUEMA 2 CURVA ESTANDAR

APARTIR DE LA DILUCION 1.0 EU/ml
I EU/mi

p TOMAR + 1 ml AGUA LIBRE

(05SEU/ml)
Loml— piLyir DEPIROGENOS

2mi

1omi ——® +|ml AGUALIBRE (0.25 EUml )
DILUIR DE PIROGENOS

v 2mi

10m = +Iml AGUALIBRE (0.125 EUml)
DILUIR DEPIROGENOS

2ml

1.om  ~———® .+ |ml AGUA LIBRE (0.062 EUmnl)
v DILUIR DEPIROGENOS

2ml

tom = +ml AGUA LIBRE (0.031 EU/ml )
DILUIR DEPIROGENOS ,

2ml

1.0mi  —® +|mi AGUA LIBRE

(0.016 EU/ml)
DILUIR DEPIROGENOS
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D. VALIDACION DEL METODO

1. CONFIRMACION DE LA SENSIBILIDAD DEL REACTIVO

Para realizarse la prucba los analistas se pusieron los uniforimes adecuados como son
la bata impermeabilizante, dos pares de guantes latex, nascarilla de seguridad, cubrebocas,
cofia y goggles.

Una vez que se tuvieron todos los equipos, materiales y soluciones preparados
adecuadamente, se procedio a realizar la prueba.

a) A partir de la dilucion de 1.0 EU / m! de endotoxina control estandar (CSE) , se
prepararon una serie de diluciones con agua libre de Pirgenos como diluente, tal como se
muestra en la curva estindar del esquema " 2", a tal concentracidn que se aseguro de
no sobrepasar la sensibilidad especificada en el marbete de 0.125 EU/mil.

b) Se hizo un control negativo: de la solucion que se usd como-diluente, en este
caso agua libre de Pirogenos, se tomo una alicuota de 0.1 mi. y se dosificd a un tubo que
contenia el reactivo LAL.

¢) Se homogeneizaron cada una de las diluciones de la curva estandar con agitacion
suave durante 30 segundos.

d) A cada tubo que contenia 0.1 ml del reactivo LAL se dosificaron por
cuadruplicado cada una de las concentraciones finales.

¢) Se homogeneizaron los tubos suavemente, se colocaron a 37°C + 1°C, en una
placa de incubacion, durante 60 minutos + | minuto. Nota: si se mueven los tubos  antes
de que termine ¢l tieinpo de incubacion; se interrumpe la reaccion de gelificacion en forma
irreversible, pudiendo reflejar falsos negativos.

D Al término del tiempo de incubacion se observaron los tubos, una reaccion
positiva se caracteriz0 por la presencia de un gel firme persintente: se entiende por gel
firme; un gel capaz de mantener su integridad con el tubo de ensayo en una posicion
invertida a 180 ° , y una reaccion negativa se caracterizo por la ausencia de un gel o la
forma de un gel viscoso.

La prueba de variabilidad entre analistas , se realizo con dos personas diferentes.

En la precision del analista, se realizo la prueba de sensibilidad pero en tres dlas diferentes
un solo analista.

43



La sensibilidad del reactivo se tomara como correcta si estd dentro de los limites de
052 -20A donde A = Sensibilidad del reactivo; y la Desviacion estandar no debe ser
mayor de 0.396 para cuatro réplicas. ‘

§i los resultados no cumplen con estas condiciones, habra que investigar las posibles

fallas. Las fallas pueden deberse a errores de manipulacion, purcza de los reactivos o bién a
la falta de dominio de la técnica.
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2. CALCULO DE LA MAXIMA DILUCION VALIDA ( M.V.D.)

2.1 METOTREXATO

Para determinar cuanto producto puede ser diluido y ser capaz de detectar la
concentracion de endotoxina limite. Hay dos métodos diferentes.

Métado “1 ¢
Este método es usado cuando hay un limite USP Oficial o cuando el Limite aparece
en el listado del apéndice “E” de la gufa del método de endotoxina de Julio de 1994
delaFDA.

A= 0.125 EU/mi.

M = 05mg/Kg

K = 02EU/Kg

Potencia del medicamento = 5 mg/ ml
Limite de Endotoxina =04 EU/ml

MVD = Limite de endotoxina * Potencia del producto mg 6 vol./ml.
A

04EU/ml * 5 mg/ml
0.125EU/ml

MVD = = 16

Por lo tanto:

MVD = | : |6

Método “2¢
Este método es usado cuando no hay limite oficial USP.

1°M.V.C=_) * M
K

2° M.V.D. = Potencia del producto
MVC
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MCV= 0125EUml * 05 = 03125
0.2EU/Kg
MVD = _ 5 . = 1o
0312
Porlotanto:
MVD = 1: 16
Donde:

A = Sensibilidad etiquetada en el lisado

M= Dosis por Kg de peso

K = Limite de tolerancia
0.2 EU/kg para medicamentos administrados por via Intratecal y
5.0 EU/kg para todos los otros medicamentos.
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2.2 CISPLATINO

Método "1 ®
‘ A= 0.125 Euwmi
M = 257mg/Kg

K= S50EU/ml
Potencia del medicamento = 10 mg/ ml
Limite de endotoxina = 2.0EU/ml

MVD = Limite de endotoxina_* Potencia del producto mg 6 vol./wl,

MVD = 20EU/ml _*
0.125 EU/ml

Método *2¢

2° MLV.D. = Potencia del producto

MVC

MCV= Q125 EUml * 257 = 00657
5EU/Kg

MVD = _ 1 = 15555 ~ 16
0.0657
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3. PRUEBA DE COMPATIBILIDAD / INHIBICION
DE METOTREXATO Y CISPLATINO

3.1 Preparacidn del liofilizado Metotrexato 1.0 mg / ml.

- El vial de Metotrexato se diluyd con 10 ml de agua libre de pirdgenos, se tomd una
alicuota de 2.0 ml y se diluyo a 10 ml. con agua libre de pirogenos, donde se Hegd a una
concentracion de 1.0 mg / ml.

3.2 Preparacion del producto Cisplatino 1.0 mg / mi.

- El frasca vial de Cisplatino se diluyd con 10 ml de agua libre de piragenos, llegando a
una concentracion de 1.0 mg / ml.

3.3 Preparacion de endotoxing 4 veces la sensibilidad del reactivo (4 1)

A pantir de la concentracion de 1.0 EU / ml,, se tomaron 5.0 ml. y se aforaron con
10 mi con agua libre de pirdgenos.( 4 A = 4 veces la sensibilidad del reactivo )

3.4 Preparacion de Endotoxina 2 veces la sensibilidad del reactivo (2 4. )

A partir de la dilucién de endotoxina anterior, se tomaron 5.0 . y se aforaron a
10 ml. con agua libre de pirdgenos. (2 A )

Uua vez que se prepararon las soluciones anteriores se procedia a efectuar la prueba.

1°, Se prépararon diluciones seriadas, empleando un factor de dilucion de 1 : 2 hasta
legar a ta dilucion de 1:64 para Metotrexato y 1ambién de 164 para Cisplatino.

- Se adiciont 1.0ml. de agua libre de pirdgenos a cadatubo vacio previamente
esterilizado (6 tubos en total ).

- Después solo al primer tubo, se afiadio 1.0 ml. de Metotrexato de concentracion
de1.0mg/ml, y luego se diluyo en serie, se tomaron 1.0ml de cada tubo al
siguiente y asi sucesivamente, hasta Hlegar a una dilucion de 1:32. Esto se muestra el
Esquema “3" de compatibilidad.
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De cada tubo anterior se tomo 1.0ml. y se colocden a otro tubo estéril,
afiadiendo 1.0 ml de endotoxina de concentracion 4 A, por lo que las diluciones
comienzan de 1:4 hasta 1:128.

Se tomé 1.0 ml de Metotrexato 1.0 mg/ml y se adiciond 1.0 ml. de endotoxina
42, esta es la dilucion 1:2 que estaba faltante en la serie de diluciones.

Con el producto Metotrexato como diluente se preparo una dilucién a una
concentracion de endotoxina 2.0 A . (esquema 3), como se indica en el primer
paso, pero en lugar de utilizar agua se diluyo con endotoxina.

Una vez que se tuvieron todas las diluciones se-homogenizaron™ todos los tubos
suavemente, se incubaron en la placa de incubacion de calor seco a 37.0 °C #
1°C, durante 60.0 minutos + 1.0 minuto, sin moverlos hasta que terminé el
tiempo de incubacion se observaron los tubos.

El mismo procedimiento que se realizo para metotrexato se siguio para cisplatino
ya que ambos tienen la misma MVD. (1:16)

La concentracion no inhibitoria experimentat sera la concentracion del producto a
ta cual la prueba LAL no es inhibida.
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ESQUEMA 3

SERIES DE MILUCIONES PARA COMPATIBILIDAD DEL PRODUCTO

PASO! ANADIR ! mi DE AGUA LIBRE DE PIROGENOS A CADA TUBO; ANADIR
! mi DEL PRODUCTO AL PRIMER TUBO Y DILUIR EN SERIE.

L I8

Lo 132 1:64

fmi
PRODUCTO

12

e

PASO2  ANADIR | m| DE ENDOTOXINA 4 AACADATUBO

1 mi
14 18 1o 1:32 164

PASO3 TOMAR | mi DEL PRODUCTO
SIN DILUIR + 1 ml ENDOTOXINA 4 A = DILUCION 1:2

PASO4 PREPARAR UNA DILUCION DE ENDOTOXINA QUE CONTIENE 2 \
COMO LOINDICA ENELPASO 4 A
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E. DETERMINACION DE ENDOTOXINAS BACTERIANAS EN
METOTREXATO Y CISPLATINO

1. METOTREXATO 50 mg. Liofilizado

Se reconstituyd el vial con 10 ml. de agua libre de pirogenos. LAL (5.0 my/ml)

2. CISPLATINO 10 mg. Liofilizado.

- El vial se reconstituyé con 10 ml de agua LAL libre de pirogenas. (1.0 mg/ml).

- Se prepard a partir de las soluciones anteriores, para cada producto se surguio
el mismo procedimiento. Se prepararon diluciones seriadas comenzando con
1.0 ml empleando un factor de dilucion ‘de 1:2 hasta la maxima dilucion vilida.

para Metotrexato 1:16 y para Cisplatino 1:16. Se diluyeron con agua libre de
pirogenos.

- Se adicionaron por duplicado 0.1 ml de cada una de las diluciones, a cada uno
de los tubos conteniendo 0.1 ml. de LAL.

- Se prepararon por duplicado 2 tubas para control negativo y dos tubos para
control positivo a dos veces A,

CONTROL NEGATIVO: Se colocaron 0.1 mi, de agua libre de pirogenos que
se utilizd como diluente, al tubo que contenia 0.1 ml. del reactivo LAL.

CONTROL PQOSITIVO: Se colocaron 0.1 ml de la concentracion de

endotoxina 2 A. (la cual presentd reaccion positiva), a los tubos que
coutenian 0.! de reactivo LAL.

- Se homogeneizaron las muestras y se adicionaron al tubo que contenia el
reactiva LAL, se incubaron inmediatamente a 37.0° + 1°C. Tomando ¢l
tiempa de 60.0 minutos + |, para cada muestra. Se observaron resultados
Al término del tiempo de incubacion se observaron los tubos; una reaccion
positiva se caracterizo por a presencia de un gel firme persistente: se entiende
por gel firme, un gel capaz de mantener su integridad con el tubo de ensayo en
una posicion invertida a 180 °,y una reaccion negativa se caracterizo por la
ausencia de un gel o la forma de un gel viscoso.
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F. REPRODUCIBILIDAD DEL, METODO DE CUANTIFICACION DE
ENDOTOXINAS BACTERIANAS

La reproducibilidad pudo demostrarse. Esto se acompaiio por prucbas triplicadas,
usando lotes diferentes del producto.

El método de cuantificacion de endotoxinas bacterianas también se verifico con dos
analistas diferentes para corroborar que el método ¢s reproducible.

Ya obtenida la maxima dilucion valida (MVD) y demostrado que los productos
fueron compatibles con LAL, y en este caso se usaron dos lotes diferentes del producto
Metotrexato y un lote para Cisplatino.

Se hizo una serie de diluciones del producto tal como marcaba su potencia para
Cisplatino de 1.0 mg/ml y para Metotrexato 5.0 mg/ml. después se fuc diluyendo en forma
de cascada { 1 :2 ) con agua libre de pirdgenos hasta su MVD. A cada una de las diluciones
se adiciond 0.1 ml, a cada uno de los tubos conteniendo 0.1 m! de LAL. ( como el inciso
“E” de la determinacion de endotoxinas).

Homogeneizadas las muestras, se incubaron a 37 ° C, durante GO minutos y se
observaron resultados.

Al término del tiempo de incubacion se observaron los tubos; una reaccion positiva
se caracterizo por la presencia de un gel firme persistente: se entiende por gel firme; un gel
capaz de mantener su integridad con el tubo de ensayo en una posicion invertida'a 180°,y
una reaccion negativa se caracterizo por la ausencia de un gel o la forma de un gel viscoso
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Vil. RESULTADOS Y ANALISIS
A. RESULTAIDOS DE LA CALIFICACION DEL AREA DE TRABAJO

E! area cuenta con los siguientes servicios

- lustalacion eléctrica

Capacidad 120v

Conexiones Cumplen

Identificaciones Cumplen
- Fentilacion

Sistema de Extraccion Cumplen

- Campana de I'lujo Laminar

Tipo Horizontal
Fabricante Vecco

Materiales en Coutacto con el Producto

- Pantalla de Acrilico

Tipo ‘ Vertical

Dimensiongs SUcm X 7Wc
- Papel Absorbenie

Tipo Whatman N° 50
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B. RESULYAIDOS DE POTENCIA DE ENDOTOXINA

FESTANDARIZACION DE ENDOTOXINA CSE

VS ENDOTOXINA RSIE

CONCENTRACIGH BE ENDQTOXINA PSE

PUNTG FINAL

Ebimi PESULTADO
¢
nn 0250 | 0125 e Juon | oms
! . ! . . . oo
? 0 » . o1
! ' ) ' . . Lo
4 . ' . 0125

TAHLAL

La sensitilidad del reactivo determinuda con la endotasing USE es mas sensible v que va

MEDIA GEOMETRICA
GM =0.078 EU/ml H

RESULTADOS 1D CONCENTRACION DE ENDUTOXINA ESTANDAR 11 REFIRENCIA
(RSF)

desde D030 B/ nd ey decir puede detectar menores cantidades, obteniéndose una media de 0078

X tfonnuba 1) Tomdandose T diducion mas baja donde dio posiiva Ta respinestu

GOHLENTRACION DE ENDOTOKINA CSE

PUNIO FINAL

MEDIA GEOMETRICA
GM = 0 0093 ng/ml

ngfm HESULTADG
non Quorn  Roows Lacw:  fFoomt foons. '
1 ' . . noy
? ' ' . . 0062
] . B . . 0o
4 ' g ' QU
FTABLA L RESULTADOS DE CONCENTRACION DESENDOTOXINA CONTROL ESTANDAR

U

Aqui se muestran restiltadas von fa endotoxina conteol expresada en nanogramos por mililitne
Co/mb o observindose resultuda positivieen - dilucion de 00062 ag/ml. Se ealeulo 1a

potencia sepin Torada 3 Por logque Jos resultados reportindos para Lo potencia muestring
que 00043 it (CSE yes igaal A OOTREU/ b de la RSE por to que se deduce que
poteticr es e 8IRT LU/ ng que es equivalente a 4.193 EL Vil

8387 EUing X 500 ng/vial CSE = 4 193 EUvat
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POTENCIA TEORICA

POTENCIA

S MEDIA POTENCIA TEORICA
ENDOTONINA GLOMETRICA PROVEEDOR FL ng GUIA DE VALIDACION LU ng HALLADA
RSE 0078 EUml 2.0-W0EUMmg 2.0-50 EUing
4.387
EUng
[&1H) 0.0093 £U 2.0- 10Uy 2.0- 50 EUing

TABLA [l RESULTADOS DE LA COMPARACION DE POTENCIA DE ENDOTOXINA.

La potencia obtenida cumple ya que se encuentra dentro del rango establecido por el
proveedory por la guia de validacion siendo esta de 8.367 EU/ng. Por lo tanto
La endotoxina estandar de control obtiene una potencia permitida dentro del, para
evaluar la sensibilidad del reactivo Lisado de Amebocitos de Limulus a 0.125

EU /ml.
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C. RESULTADOS DE SENSIBILYDAD DEL REACYTIVO

ANALITA
PUNTO FINAL
CONCENTRACION DE ENDOTOXINA ELimi
RESULTADO Log o
0500 0250 J0.125 0062 00N 4.
1 + + + + 0.062 +1.2041
2 + + + 0.126 -0.6031
3 + + + 0.125 <0.9031
4 + + + 0.125 0,803
ANALISTA L
PUNTO FINAL
CONCENTRACION DE ENDOTOXINA EUm!
RESULTADO Log ¢
0500 J 0.250 0 1251 0062 § 0.0 +l-
1 + + + 0.125 06031
2 + + + 0.128 -0.603¢
3 + + + . 0.12% -0.9031
q + + + 0.128 -0.9031

METOTREXALO

TABLA V. RESULTADOS DE LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD DEL REACTIVO EN METOTREXATO.

La sensibilidad del reactivo en ambos analistas cde satisfactoriamente en 0,125
EU/m{ respecto a lo etiquetado, ( 0.500 EU/m! a 0.310 EU/ml ) se observa que el
anallsta | se diferencia en un resultado de la 1*replica de una dilucién. Se calculd ja
sensibilidad con la formula (1) de la media geométrica de sus logaritmos en base
10, para cada uno de los ensayos realizados. En la siguiente tabla (V) se encuentran
los resultados resumidos de la variabilidad entre analistas, observandose que los
resultados de 1a desviacion estindar (formula 2) estan dentro de especificacion ya
que el limite es de 0.365, y por lo
despreciable. Ya que esta prueba es primordial para que el método sea confiable y
preciso. Por lo tanto se cumple,

tanto la variabilidad entre analistas es
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METOTREXATO

LIMITY:

toco |+ moriea L oneNpa fsp 1eorica | SD oBTENIDA

ECm U ml

. “,M\ 05k a 200y eptm | o008 v 0.368 0.1411
O3 Tunde 20Eumi

0.5h a 206 - "
ANALISTA : 0.125 EUml 0.1250 EU'ml 0,368 0.0000
2 OSEunia 20 Eunl

TABLA V. VARIABILIDAD ENTRE ANALISTAS.

ENDOTOXINA EU/ il
DIA

0.800 0.250 o125 | ooe2s 00012 LOG 1o SD.

. - 4 . . -0,9031

DIA . . . . . 09031
| 00000

. . - . - ~0.90

- . - 0()03]

B . . -09031

MA . - . - . -0.9031
) 0141

e B - . . -1.2041

. ' . . . -0.9031

. . . . . -09031

DIA ] . ] ) ) 00031
3 0.0000

. . v . . -1.9031

“ N . . 09031

TABLA VI RESULTADOS DE LA PRECISION DEL ANALISTA.. La precision del analista ¢s buena ya que
cidial v el dia 3 serepiten los resultados, aunque los resubtados del segundo dia se diterencion
ensolouna réphea de e dilucion mas baja, pero esta cercana a 0.125 Eu/ml que esla
sensibilidad especiticada por el poveedor, adestiss Ju desvincion estindar estd dentro de los limites
cslablecidos.
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CISPLATING
SENSIBILYIDAD DEL REACTIVO EN CISPLATINO

ANAUSTA
PUNTO FINAL
CONCENTRACION DE ENDOTOXINA EUImI
RESULTADO Log 15
0500 §10250 0125 §0062 {0031 +-
| + + + . . 0.125 0.9039
2 + + + - - 0.125 -0.8034
3 * + + . . 0.128 -0.9031
4 . + + . . 0.128 <0.8031
ANAUSYA 3
PUNTO FINAL
CONCENTRACION DE ENDOTOXINA EU/mM!
RESULTADO Log o
0500 0250 fo125 § 0.062 3 0031 +-
1 + + + . . 0.125 -0.8039
2 + + + - - 0.125 0.9031
3 + + + . . 0125 <0.90}1
4 ‘» * + - - 0.125 £0.9031

TABLA VI, RESULTADOS DE LA PRUEBA DIZ SENSIBILIDAD DEL REACTIVO EN CISPLATINO

La sensibilidad del reactivo para ambos analistas es de 0.125 EU/ml tal como se
musstra In sensibilidad etiquetada. So calculo la sensibilidad con la formula (1) de
la media geométrica de sus logaritmos en base 10, para cada uno de los ensnyos
reatizados. En la siguiente tabla (VII) se encuentran los resultados resumidos de
la variabilidad entre analistas, observandose que los resultados de la desviacién
estandar calculados con la formula 2 estdn dentro de especificacion ya que el limite
¢s de 0.365,y por lo tanto, la variabilidad entre analistas es nula, porque ambos
obtienen una desviacion de 0.000. Por lo tanto, el método tanto para Metotrexato
como para Cisplatino se considera confiable y preciso.
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CISPLATING

onet, | amomca | aowmama fso reorica | so oarenioa
: EUml Bl
ANALIST, 0. 0
WALy ash a2 1 osorn | orzsorumt | odss 0.0000
Lumie A
Q. .
axausta | 03220 b g sarvmt Jonsortmt | oses 0.0000
2 A Eumle A

TABLA VIil. VARIABILIDAD ENTRE ANALISTAS.

ENDOTOXINA EU/ mil
DIA
0.500 0.250 o125 | 00625 0.0312 LOG 1o 5D.
+ + + - . «0.90))
DIA + . . - . -09031
1 0141
. . . . . -0.9031
+ . . «0.903)
. + . - . -0.903)
DIA . . - . . 09031
» 0.0000
- + * + ¢ - «1.2041
v ‘ . . . -0.9031
. ‘ ¢ . . 0903
DIA R . \ ] ] 09031
3 00000
v ‘ - . «<0.904)
. ' . . . +0.903)

TABLA IX. RESULTADOS D LA PRECISION DEL ANALISTA.

La precision del analista es buena yo que se demostrd civrta habilidad en ¢} manejo del reactivo ya
que sdla tuvo una varigsion de unt replica del priner din y log dos siguicntes dias obtuvo la misnia
sensibilidad de 0.125 Eu/ml que es In especificads por ¢l proveedor, ademas la desviacion
estindar obtenida ésta dentro de los lintites  eslablecidos siendo ésta no mayor de 0.365.

.
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D, RESULTADOS DE COMPATIBILIDAD / INHIBICKON

METOTREXATO

REPLICA CONCENTRACION DEL PRODUCTO mg / ml SIN ENDOTOXINA

12 14 18 1:16 132

0.500 mg 0250mg  §0.125mg §0.0620mg §0.0310mg

TABLA X. DILUCION DE PRODUCTO EN AGUA SIN ENDOTOXINA )
El producto diluido en agua a diferentes concentraciones al reaccionar con
LAL da resultados negatives lo que indica que es compatible y que no
hay Ia presencia de endotoxina en el producto.

REPLICA CONCENTRACION DEL PR().I‘X;CTO mg ¢ mi CON ENDOTOXINA
1:2 i 18 1116 §:32
0.500 mg 0.250mg 0.425mg  J 0.0620 mg 0.0310 mg
| + . . .
2 + ' + . .

TABLA Xi. Al diluir el producto con endotoxina a 4 A, no se presentd inhibicién ya
que fa respuesta positiva did en 1.16, que es donde se donde se encuentra
el punto final siendo su limite de endotoxina para Metotrexato.,

_ CONCENTRACION DE ENDOTOXINA 2 A DILUIDA
REPLICA CON PRODUCTO 1mg/mi
0.500 0250 al2s 0062 0.031
i + + + - .
2 + + + . -

TABLA XII. El producto diluido con la endotoxina a 2 A, igual que fa tabla anterior
indica que tampoco existe inhibicion ya que hay respuesta hasla una
concentracion de 0.062 mg /mi, por lo tanto se demostrd que el producto
es compatible y no inhiben la formacion del gel, hasta su méaxima

dilucién valida que es 1: 16. 60



CISPLAVING

D. COMPATIBILIDAD / INHIBICION

CONCENTRACION DEL PRODUCTO mg /ml SIN ENDOTOXINA

REPLICA
12 14 1§ 1:16 1:32 Lod
0.500 mg 0.250 mg 0.125mgl 0.0620mg | 0.03t0mg { 0.0155mg

r~

TABLA XIll. DILUCIONDE PRODUCTO EN AGUA SIN ENDOTOXINA
El producto Cisplatino diluido en agua , a diferentes concentraciones frente &
LAL, nos indica que no hay presencia de endotoxina y que es compatible el

producto con el reactivo LAL.

CONCENTRACION DEL PRODUCTO mg / ml CON ENDOTOXINA 4 A

REPLICA
1.64

1:32

1:2 1:4 1.8 1:16
0.0620mg § 00310 wg § 0.0155mg

0.500 mg 10,250 mg 0125 my

(8]

TABLA XIV. DILUCION DE ENDOTOXINA CON PRODUCTO
El producto diluido con endotoxina 4 A muestra respuestas positivas. por lo que

no presenta inhibicion ala dilucion de | : 32, a mis diluciones inhibe ya que
se encuentra su limite de endotoxina complementando con la labla anterior se

demuestra que el producto no inhibe la reaccion con endotoxina,
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CISPLATINO

CONCENTRACION DE ENDOTOXINA 2 ). DILUIDA CON
PRODUCTO 1mg/ml
0.600 0.260 0.126 0.082 0.031
1 + + + + -
2 + + + . -
3 + + + +
4 + + + + °

TABLA XV. DILUCION DE PRODUCTO CISPLATINO CON ENDOTOXINA

La dilucién del producto con endotoxina a 2 veces la sensibilidad del
reactivo , inuestra que hay respuesta en la dilucién de concentracién
0.062, lo cual indica que de igual manera el producto con endotoxina
a2 A, no muestra inhibicion hasta 0.062,
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E. RESULTADOS DE REPRODUCIBILIDAD

METOTREXATO

METOTREXATO
LOTE" 1*
ENDOTOXINA CON AGUA REPLICA
DILUCION CONCENTRACION EU/ml 1 2 3 4
1.0 1.0 + + + +
1:2 06 + + + +
14 025 + + + +
18 0125 + + + -
116 0062 - - - .
1:32 0031 - . . .

TABLA XVI. ENDOTOXINA DILUIDA CON AGUA
Las diluciones de erdotoxina con agua se encuentran dando respuesta
en la cuarta dilucion que es 1a sensibilidad del reactivo, lo que es indicativo
que puede detectarse endotoxina hasta una concentracion de 0,125 EU/m|

hacia arriba.
LOTE"2*
ENDOTOXINA CON AGUA REPLICA
DILUCION CONCENTRACION EU/ml 1 2 3 4
1.0 1.0 + + + +
1.2 05 + + + +
14 025 + + + +
18 0125 . + + +
116 0.062 - . . -
1:32 0.031 - - - .

TABLA XVII. ENDOTOXINA DILUIDA CON AGUA
Las diluciones de endotoxina con agua del lote “2", son semejantes
a los resultados del lote *1”, lo cual indica que no hay variacion entre
los dos lotes. 83



REPRODUCIBILIDAD

METOTREXATO

ENDOTOXINA CON PRODUCTO REPLICA
LOTE “1*

DiLUCION CONCENTRACION EU/mI 1 2 3 4

1.0 1.0 + + + +

1:2 08 + + + +

1:4 0.25 + + + +

1.8 0.125 - 3 +

1:16 0.062

132 003

“TABLA XVIIL. ENDOTOXINA DILUIDA CON PRODUCTO LOTE 1

La endotoxina diluida con producto a una concentracién de 1.0 my/ml,
da respuesta en la dilucion 1:8 variando en dos réplicas , indicando que
se puede deteclar endotoxina a cualquier concentracion de las diluciones
anteriores usando LAL a 0.125 EU/ml,

LOTE “2+

ENDOTOXINA CON PRODUCTO REPLICA ;
DILUCION CONCENTRACION EUmM| 1 2 3 4

1.0 10 + * + v

12 08 + + + [

1.4 025 : v . + +

1:8 0.428 + + +

1:18 0.062

1.32 0038

TABLA XIX. ENDOTOXINA DILUIDA CON PRODUCTO LOTE 2
La endotoxina diluida con producto, da respuesta enla dilucion 1.8
variando en una réplica, en comparacion con el lote* 1™, lo cual indica
que es reproducible el método.
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METOTREXATO

REPRODUCIBILIDAD

LOTE “1*
REPLICA 1 CONCENTRACION DEL PRODUCTO g /ml SIN ENDOTOXINA

12 14 18 ;16 1:32

0.500 mg 0.250 mg 0.125mg | 00620 mg 0.0310mg

TABLA XX. DILUCION DE PRODUCTO EN AGUA SIN ENDOTOXINA

La prueba de rutina es cuando el producto es diluido en agua yse hace
reaccionar con el reactivo LAL , tal como se observa en esta 1abla donde
los resultados son, negativoslo cual indica que el producto Metotrexato

estd libre de Endotoxina.

LOTE “2*

REPLICA CONCENTRACION DEL PRODUCTO ing / ml

12 14 1:8 1:16 132

0.500 mg 0.250 mg 0125 mg | 0.0620mg 0.0310mp

TABLA XXI. DILUCION DE PRODUCTO EN AGUA SIN ENDOTOXINA

Lo mismo que el lote * | * y como se observa en latabla anterior, el
productodel fote “ 2™ no tiene endotoxina, se reafirma que el metodo

&s reproducible para este producto.

85



E. REPRODUCIBILIDAD EN CISPLATINO

CISPLATING

ENDOTOXINA CON AGUA REPLICA

DILUCION CONCENTRACION EU:ml ! 2 k] 4

10 10 ' . +

12 05 + * . +

1R 0.28 + + +

18 0.125 4 g

1:16 0.062

1R 0036

TABLA XXIl. ENDOTOXINA DILUIDA CON AGUA
La endotoxina diluida en agua puede detectarsea hastala cuarta
dilucion es decir hasta 0.125 EU/m, tal como lo marca la sensibilidad
del reactivo, lo cuial indica que hay reproducibilidad.

ENDOTOXINA CON PRODUCTO REPLICA

DILUCION CONCENTRACION EU/mi 1 2 3 4
10 1.0 + + + +
1.2 05 + + + +
14 0.25 + + + +
18 0125 + + + +
1.16 0.062 - - - .
1:32 0038

TABLA XXIIl. ENDOTOXINA DILUIDA CON PRODUCTO
La endotoxina diluida en producto puede detectarse hasta la cuarta
dilucion es decir hasta 0. 125 EU/ml, tal como se observa en la tabla
anterior que son compatibles y que hay reproducibilidad. 66



CISPLATING

REPRODUCIBILIDAD

REPLICA | CONCENTRACION DEL PRODUCTO mg /m! SIN ENDOTOXINA

1:2 1:4 1.8 I:16 1:32

0.500mg 0.250mg * | 0.125mg {§ 0.0620 mg 0.0310mg

TABLA XXIV. DILUCION DE PRODUCTO CISPLATINO EN AGUA

La determinacién de endotoxinas bacterianas se Ilava a cabo dituyendo e! producto
con agua y haciendolo reaccionar con el reactivo LAL, tal como se observa en esta
tabla, lo cual demuestra que el producto se encuentralibre de endotoxina, y si se
observaen la tabla XIII los resultados son semejantes por lo que se deduce que el
metodo es reproducible y confiable.
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Vill. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en cuanto a la variabilidad de los analistas se observa
que hay un adecuado manejo del reactivo LAL, cumpliéndose asi uno de los
objetivos, el de manejar con precision el reactivo, revelando resultados confiables para
las pruebas subsecuentes.

Al establecerce la maxima concentracion valida ( M. V.D. ) y la minima
concentracion valida (M. C. V. ) de cada uno de los productos, Metotrexato-
y Cisplatino, se pudo calcular y experimentar a. qué concentracion, cada uno de
los productos fueron compatibles o inhibidos con el reactivo LAL, por lo que
con los resultados obtenidos se observo que no hubo inhibicion y que hay
compatibilidad del reactivo con dichos productns, ya que se demostré la formacion
de un gel con la presencia de endotoxinas. Ademas, los puntos de las dos series
fueron iguales y no se diferenciaron por mas de una dilucion.

Se considera que el método empleado para la  determinacion de endotoxinas
bacterianas, es una prueba extremadamente sensible y especifica para la deteccion
de endotoxinas bacterianas por lo que es un método reproducible, confiable y
sensible ya que detecta cantidades minimas de endotoxinas como se pudo
observar para ambos productos, asegurando con esta técnica la calidad del
producto.

El método quedo validado ya que cumplid con los requisitos de reproducibilidad,
compatibilidad y confiabilidad, porlo que puede ser sustituto de la prueba oficial en
conejos.
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1X. SUGERENCIAS

- Todas las operaciones relacionadas con el manejo de los productos oncoldgicos
deberan apegarse a las Buenas Practicas de Manufactura ya que dichos productos
Oncoldgicos son considerados de alto riesgo al estar su principio activo en contacto
con la piel, al ser aspirado o ingerido.

- Todo ¢l material desechable usado en dichos productos deberd incinerase , y el
que no es desechable inactivarlo con las soluciones inactivadores mencionadas en
las paginas de destruccion de cada producto.

- No usar agua bacteriostatica para la realizacion de la prueba.

- Material de Vidrio.- Debe ser esterilizado por calor seca 200°C por 2 Hrs.
o 250°C porlo menos 30 minutos.

- Temperatura- La temperatura de incubacion debe mantenerse de 36 a 8°C.
Se ha observado que la reaccion se retarda fisera de este rango.

- pH.- El pH del producto debe ser ajustado de 6 a8, con las soluciones de
HCl o NaOH 0.1 N.

- Incubacion.- El tubo debe permanecer sin agitacion durante la incubacion, se ha
observado que una agitacion previa puede destruir el gel irreversiblemente Hlevando
a un resultado falso negativo.

- Tomar en cuenta la viscosidad del producto, esta interferencia puede eliminarse
por dilucion.

- El Reactivo LAL debe almacenarsea 5°C.

- El reactivo LAL toma un color café pardusco cuando existe degradacion; este
debe ser de color blanco, sino se desechara..

- Es recomendable que por lo menos se use un control positivo y un control
negativo cada vez que se realice la prueba para corroborar el perfecto estado del
reactivo.

FoTy
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X1 ANEXOS

FORMULA 1

MEDIA GEOMETRICA
GM =107Y
n

DONDEY = X
y=1

n

Y= Log 10(X=1.2,3.... n)
n = N-de ensayos para la replica del punto final.
X= Punto final de gelificacion'en EU/ ml.

FORMULA 2
DESVIACION ESTANDAR

$.D. = n(ZY?) -(ZY)?

y=1 y=1
n(n-t)
De Donde
Yy=Llog Xy (y=12....n)
Xi = Punto final de gelificacion en Eu/ ml.

n = Numero de ensayos duplicados de punto fina! 7



FORMULA 3
POTENCIA DE ENDOTOXINA

POTENCIA DE ENDOTOXINA = GM. RSE = Eu/mi
GM: CSE

Donde GM. RSE = Media Geometrica de la Endotoxina de Ref. USP
en Eu/ml,

y GM.CSE = Media Geometrica de Ia Endotoxina Estandar
enng/ml.

FORMULA 4

LIMITE DE TOLERANCIA

LIMITE DE TOLERANCIA = XK
M

Donde: K= Umbrales de Limite de Tolerancia.
0.2 EU/ Kg para medicamentos administrados por via Intratecal.
5.0 EU/Kg Todos los otros medicamentos.
M= Dosis / Kg Méaxima para humano o congjo.
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