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1. INTRODUCCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la enfermedad maligna mas comun en
nifos, ya que representa el 77% de los casos de leucemia infantil. Debido a ello
se busca optimizar el tratamiento con metotrexato por medio de su cuantificacion
dentro de la célula blanco; los leucocitos. La cuantificacion se llevara a cabo por
medio de un sistema de Cromatografia de liquidos de Ultra Eficiencia acoplada a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) debido a su alta sensibilidad,

selectividad y eficiencia.

El desarrollo del método se basd en el articulo “Simultaneous determination of
methotrexate and its polyglutamete metabolites in Caco-2 cells by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS).” (1), en el cual se
realiza la cuantificacion del metotrexato dentro de células de cancer de colon, por
medio de LC-MS/MS.

La aplicacion de un estandar interno se considera de gran ventaja para los
métodos  analiticos, especialmente en la extraccion liquido-liquido.
Entre los métodos con un estandar interno para el metotrexato, se utiliza teofilina,
8-cloroteofilina, aminopterina o el d-3-metotrexato, un metabolito del metotrexato.
Sin embargo, el d-3-metotrexato es extremadamente costoso. La teofilina se utilizd
en un estudio (Mo X, et al., 2012) mostrando interferencias al eluirse. Por lo que
se optd por Ifosfamida como estandar interno, ya que se cuenta con el reactivo
grado USP en el laboratorio de Farmacologia, sin embargo se debe de descartar
que el paciente esté siendo tratado con este farmaco. Otro punto a favor fue que

demostrd tener un tiempo de retencién apropiado y alta especificidad.

Se utilizé acetonitrilo (ACN) al 100%, un disolvente organico ampliamente utilizado
en cromatografia de liquidos como fase mdévil, para disolver el metotrexato y
después de la centrifugacion recuperarlo en la fase organica, dejando en la fase

acuosa los compuestos que pudieran interferir en la cuantificacion.



Las caracteristicas de desempeio evaluadas en la validacion del método analitico
asi como los criterios de aceptacién y rechazo se basaron en la norma oficial
mexicana vigente NOM-177-SSAI-2013, que en el apartado 9.1 se refiere a

“Validacion de métodos analiticos”.

Los leucocitos que se utilizarian para realizar la validacion, se obtendrian a partir
de cultivos celulares, determinando las condiciones optimas del cultivo de
leucocitos para su posterior propagacion. Sin embargo, debido a problemas con la
obtencion de reactivos indispensables para la propagacion de los mismos, no se
lograron obtener cantidades adecuadas y se tuvo que utilizar otra matriz bioldgica,

la cual se pudiera encontrar en grandes cantidades, como son las células MCF-7.

Para las pruebas de cuantificacion, los leucocitos que se utilizaron para el estudio
se obtuvieron de voluntarios sanos y se mantuvieron en medio de cultivo RPMI-

1640 en incubacién a una temperatura de 37°C con 5% de CO,,

Por ultimo se realizé el andlisis de la muestra de un paciente, cuantificando la
concentracion de metotrexato contenida en el plasma, en la sangre y en los

leucocitos.



2. OBJETIVOS

e Objetivo general

v" Validar un método para cuantificar metotrexato dentro de leucocitos
humanos por medio de UPLC-MS/MS.

e Objetivos particulares

v Establecer las condiciones o6ptimas para el cultivo de leucocitos

humanos para su posterior propagacion en un medio adecuado.

v Desarrollar un método para realizar la extraccion de metotrexato a

partir de los leucocitos.

v Cuantificar por medio de un método analitico por UPLC-MS/MS el

metotrexato obtenido de los leucocitos.

v" Validar el método desarrollado utilizando las células MCF-7 como

matriz biolégica alternativa para la cuantificacion del metotrexato.



3. Generalidades

Las leucemias se pueden definir como un grupo de enfermedades malignas en las
que, trastornos genéticos de una determinada célula hematopoyética, dan lugar a
una proliferacion clonal no regulada de células, como se muestra en la figura 1. La
progenie de estas células muestra una ventaja de crecimiento sobre los elementos
celulares normales debido a su mayor velocidad de proliferacién y a la menor
incidencia de apoptosis espontanea o por ambos mecanismos. La consecuencia
es una interrupcion de la funcién medular normal y, en ultimo término, una
insuficiencia medular. Las caracteristicas clinicas, los hallazgos de laboratorio y la

respuesta al tratamiento varian en funcion al tipo de leucemia. (2)

Las leucemias son las neoplasias malignas mas frecuentes en la infancia y

representan un 41% del total diagnosticado en nifios menores de 15 afnos.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) representa el 77% de los casos de leucemia
infantil, la mieloide aguda (LMA) un 11%, la mieloide crénica (LMC) un 2-3% y la
mieloide cronica juvenil (LMCJ) un 1-2%. El resto de los casos son un conjunto de
leucemias agudas o crénicas que no se ajustan a las definiciones de LLA, LMA,
LMC o LMCJ.

Sangre normal Leucemia

Eritrocito Neutrofilo Linfocito Honocito Plaquetas

Figura 1. Muestra de sangre de una persona sana (izquierda) y de una persona

con leucemia (derecha).



Las leucemias se dividen en dos tipos generales: leucemias linfociticas y
leucemias mieloides, dependiendo del tipo celular (figura 2). Las leucemias
linfociticas se deben a la produccién neoplasica de células linfoides, que
habitualmente comienzan en un ganglio linfatico u otro tejido linfatico y que se
extienden a otras zonas del cuerpo. El segundo tipo de leucemia, la leucemia
mieloide, comienza con la produccion cancerosa de células mielégenas jovenes
en la médula 6sea y después se extienden a otras zonas del cuerpo, de manera
que los leucocitos se producen en muchos tejidos extramedulares, en especial en

los ganglios linfaticos, el bazo y el higado. (6)
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Figura 2. Evolucién de una célula madre sanguinea (recuperado de
http://www.cancer.gov/espanol/tipos/mieloproliferativas/paciente/tratamiento-

mielodisplasicos-pdg#section/_1).



3.1 LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

La leucemia linfoide aguda también denominada leucemia linfatica aguda o
leucemia linfoblastica aguda comprende un grupo de neoplasias malignas que
afectan los precursores (blastos) de los linfocitos en la médula 6sea. La mayoria
son tumores de células progenitoras precursoras de linfocitos B (pre-B) aunque
ocasionalmente se manifiestan LLA de células precursoras de linfocitos T (pre-T).
En los nifios, las leucemias agudas son la causa mas frecuente de muerte por

neoplasia. (3)

La LLA infantil ha representado el modelo de neoplasia para determinar los
principios de diagndstico, prondstico y tratamiento del cancer, siendo ésta la que

se presenta en un mayor porcentaje.
3.1.2. Epidemiologia

Es una enfermedad multifactorial con componentes genéticos y ambientales;
algunas anomalias cromosomicas, alteraciones genéticas; asi como la exposicion
a diferentes sustancias quimicas, farmacos, virus y a la radiacién pueden
desencadenar los mecanismos para el desarrollo de leucemia en algunos
individuos. (4)

El cancer es la segunda causa de muerte en menores de 20 afos a nivel mundial.
Cada afio, mas de 160,000 menores de 20 afios son diagnosticados con cancer
en paises desarrollados en donde 3 de cada 4 nifios sobreviven al menos 5 afios
después de iniciar su tratamiento, a diferencia de los paises en vias de desarrollo

en los cuales los decesos superan la mitad de los pacientes (*60%). (5)

En México, la incidencia anual de cancer infantil es aproximada a 7,000 casos y
s6lo 1,500 de estos cuentan con seguridad social, dichos casos incidentes,
sumados a los prevalentes, hacen que anualmente cerca de 18,000 nifios y
adolescentes requieran atencion oncoldgica, de los cuales 10,000 corresponden a
la poblacién sin seguridad social. En la tabla 1 se muestra el porcentaje de casos
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de cancer en menores de 20 afos reportados del 205-2010.
Los tratamientos para padecimientos como las neoplasias malignas tienen un alto
costo; la leucemia por ejemplo, cuyo tratamiento ideal es el trasplante de médula
O0sea, en promedio cuesta 250 mil ddlares americanos (aproximadamente
$4,000,000.00 pesos/paciente).

El rezago socio-econdmico que sufre gran parte de la poblacidén de nuestro pais es
factor determinante para que dos terceras partes de los nifios con leucemia no
cuenten con un diagnéstico oportuno o un tratamiento eficaz. Un diagnéstico

oportuno y certero salvaria la vida del 90% de los nifios.

La tercera parte de los casos con cancer detectados en Europa, Asia y Ameérica,
corresponden a Leucemia linfoblastica aguda, seguidos por los tumores del

Sistema Nervioso Central y Linfomas.

Esta enfermedad afecta con mayor frecuencia a nifios con determinados
trastornos cromosémicos, como el sindrome de Down, sindrome de Bloom, ataxia-

telangiectasia y sindrome de Franconi.

Tabla 1. Casos de cancer en menores de 20 afios, segun el tipo histolégico

del tumor. Unidades médicas acreditadas. Secretaria de Salud, 2005-2010.

Tipo histologico* Casos %
|. Leucemia 691 30.0
II. Linfomas y neoplasias reticuloendoteliales 394 171
Ill. Tumores del Sistema Nervioso Central 274 119
IV. Tumores del Sistema Nervioso Simpatico 79 34
V. Retinoblastoma 93 4.0
V1. Tumores renales 137 59
II. Tumores hepaticos 40 1.7
VIIl. Tumores 0seos 189 8.2
IX. Sarcomas de tejidos blandos 158 6.9
X_ Tumores de células germinales 161 7.0
Xl. Carcinomas y otras neoplasias epiteliales 26 1.1
Xll. Neoplasias inespecificas 61 26
Subtotal 2,303 100.0
S/D 1,266 355
Total 3,569 100.0

Fuente: CENAVECE/DGAE/RCNA, 2005-2010

*Segun Clasificacion Internacional de Cancer en la Nifiez
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Tabla 2. Principales causas de mortalidad en edad preescolar (de 1 a 4 aios),
2009. Nacional.

AD0-0E Total hT20 736 100.0
1 ADO-ADD !Enferl_'n edades infecciosas 50 20
intestinales 450
2 Infecciones respiratonas
J10-J18, J20-022 agudas bajas 443 L 7.8
3 9 Accidentes devehiculo de 55 -4
motor 425
4 Malformaciones congénitas de
Q20-024 carazhn 351 L] 6.8
] Ahogamiento v sumersion
WiEE-WT4 accidentales 201 37 5.1
G E40-E46 Desnutricion calbrico proféica 234 30 4.1
[ Co1-Co5 Leucemia 168 2.4 3.3
8 GA0-G4 Epilepsia 102 13 1.8
2 XB5-Y08, VaT.1 Agresiones (homicidios) a4 1.1 1.5
10 Wo-W18 Caidas accidentales a0 0.8 1.0
" Tasa por 100,000 habitantes

Fuente: Secretaria de Salud/DireccidnGeneral de Informacion en Salud. Elaboradoa partir de la base d¢
datos de defunciones 1%78-2008 INEGI/SSy de las Proyecciones de la Poblacion de Mexico 2005 - 206(
¥ proyeccion retrospectiva 1980-2004, CORNAPDO 2006,

Tabla 3. Principales causas de mortalidad en edad escolar (de 5 a 14 aios),
2008. Nacional.

ADD-Y9E 6,565

Total ’ 0.4 100.0
1 21 Accidentes devehiculo de motor ara 41 13.4
2 C91-Ca5 Leucemia 574 27 8.7
3 Wieb-W74d Ahogamiento y sumersion accidentales 37T 1.5 448
4

Xel-x04 var.0 Lesiones autoinfligidas intencionalmente (suicidios) 181 09 29

B XB5-Y09, Y371 Agresiones (homicidios) 189 05 25
g Q20024 Malformaciones congénitas del corazon 154 0.9 28
I MOO-M19 Mefritis ¥ nefrosis 170 0.8 26
[ J10-J18, J20-J22 Infecciones respiratorias agudas bajas 145 0.7 22
g E40-E46 Desnutricion caldrico protéica 112 056 17
10 ga0GH Epilepsia 111 0.5 17

1/ Tasa por 100,030 habitantes

Fuente: Secretaria de Salud/Direccion General de Informacion en Salud. Elaborado a partir de la base de datos de
defunciones 1972-2008 INEGI/SS v delas Proyecciones de la Poblacionde México 2008 - 2080, y proyeccion retrospectiva
1900-2004. COMNAPO 2006,
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3.1.3. Etiologia

La etiologia de LLA se desconoce en casi todos los casos, aunque se han
relacionado con ella varios factores genéticos. Se ha relacionado la exposiciéon
intrautero o durante la infancia a radiaciones con fines diagnosticos con una mayor
incidencia de LLA. En determinados paises en desarrollo, existe una asociacién

entre la infeccidn por el virus de Epstein-Barr y la LLA de células B.

Tabla 4. Factores que predisponen a la leucemia infantil.

TRASTORNOS GENETICOS FACTORES AMBIENTALES
Sindrome de Down Radiacién ionizante
Sindrome de Fanconi Farmacos

Sindrome de Bloom Alquilantes

Anemia de Blackfan-Diamond Nitrosurea

Sindrome de Schwachman Epipodofilotoxina

Sindrome de Klinefelter Exposicion al benceno
Sindrome de Turner Edad avanzada de la madre

Neurofibromatosis tipo 1
Ataxia-telangiectasia
Inmunodeficiencia combinada grave
Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Sindrome de Li-Fraumeni

3.1.4. Etiopatogenia

La clasificacion de la LLA depende de la caracterizacién de las células malignas
en la médula 6sea dependiendo de su morfologia, su fenotipo, las caracteristicas
de sus marcadores de membrana y sus rasgos moleculares y citogenéticos.
Desde el punto de vista del fenotipo, los marcadores de superficie muestran que
cerca de un 85% de las LLA deriva de progenitores de las células B, un 15%
deriva de las «céluas T y wun 1% deriva de Ilas células B.

La mayoria de los pacientes con LLA presenta alteraciones cromosdémicas que
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puede relacionarse con el numero de cromosomas o ser translocaciones o

deleciones y aportan una informacion pronostica importante.
3.1.5. Manifestaciones clinicas

La LLA suele presentarse de forma inespecifica y relativamente rapida. Con

frecuencia estan presentes los siguientes sintomas:

Anorexia
Fatiga
Irritabilidad

Dolor 6seo o0, menos frecuentemente articular, sobre todo en las

vV V VYV V

extremidades inferiores.
» A menudo, los pacientes refieren antecedentes de una infeccion respiratoria

de vias altas en los 1-2 meses previos.

A medida que la enfermedad progresa, aparecen signos y sintomas obvios de

insuficiencia medular, como:

» Palidez
» Fatiga
» Aparicion de hematomas o epistaxis

» Fiebre, que puede deberse a la presencia de una infeccién.

La LLA de células pre-B primitivas (CD10" o CALLA") es el inmunofenotipo mas
frecuente, con un inicio entre el afio y los 10 afios de edad. La mediana del
recuento leucocitario en el diagnostico es de 33,000, aunque el 75% de los
pacientes tienen recuentos <20,000; existe trombopenia en 75% de los pacientes
y hepatoesplenomegalia en 30-40% de los pacientes. En todos los tipos de
leucemia, existen sintomas del Sistema Nervioso Central (SNC) en el momento
del diagndstico en 5% de los pacientes, un 10-20% tienen blastos en el liquido
cefalorraquideo (LCR). Existe afectacion testicular (20%) y ovarica (30%) pero no

requieren biopsia.
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3.1.6 Diagnéstico

Se debe sospechar de una LLA ante la existencia de datos sugestivos de
insuficiencia medular en la sangre periférica. Cuando un analisis periférico sugiere
una posible leucemia, se debe realizar de inmediato un estudio de médula 6sea
para confirmar el diagnostico. Por lo general basta con un aspirado medular,

aunque a veces es necesaria una biopsia de médula 6sea.

La LLA se diagnostica cuando se demuestra que mas del 25% de las células
maduras corresponden a una poblacion homogénea de linfoblastos. La
estadificacion de esta enfermedad se apoya parcialmente en un estudio del liquido
cefalorraquideo (LCR). Cuando se identifiquen linfoblastos y el recuento de
leucocitos en LCR sea superior a los valores normales, se podra diagnosticar
infiltracion del sistema nervioso central (SNC) o meningea por la leucemia. La
puncion lumbar para establecer la estadificacion se puede realizar al tiempo que
se administra la primera dosis de quimioterapia intratecal si ya se habia

diagnosticado la leucemia en un estudio de médula 6sea.
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Figura 3. Aspirado y biopsia de médula ésea. (Terese Winslow, 2007)
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3.1.7. Tratamiento

El tratamiento de la LLA depende del riesgo estimado de recidiva en cada
paciente, que varia mucho segun el subtipo de LLA. Los tres factores mas
importantes para definir el prondstico son la edad en el momento del diagnéstico,

el recuento inicial de leucocitos y la velocidad de la respuesta al tratamiento.

En general, un paciente de 1-10 afios con un recuento leucocitario inferior a
50,000/uL define un riesgo medio, mientras que se consideran de alto riesgo los
nifos mayores de 10 afios o con un recuento leucocitario inicial superior a
50,000/uL. Se puede mejorar el prondstico de estos pacientes de alto riesgo con
tratamientos mas intensos, a pesar de su mayor toxicidad. Los lactantes con LLA y
los nifios que presentan trastornos cromosdmicos especificos, como las
translocaciones cromosomicas t(9;22) o t(4;11), tienen un riesgo mayor de recidiva

a pesar del tratamiento intensivo.

El éxito en el tratamiento de la LLA infantil requiere el control de la enfermedad
sistémica (de la médula, el higado y el bazo, los nddulos linfaticos, etc.) asi como
el tratamiento (o prevencion) de la enfermedad extramedular, particularmente en el
SNC.

El tratamiento de los nifios con LLA se divide en etapas:

+ Induccion a la remision: Es el tratamiento inicial, el cual busca la
erradicacién de las células leucémicas de la médula ésea. En esta fase, la
duracion del tratamiento suele ser de 4 semanas e incluye la administracion
de vincristina una vez a la semana, un corticoide como dexametasona o
prednisona y dosis repetidas de L-asparaginasa pegilada de larga duracion.
También se puede administrar citarabina o metotrexato por via intratecal o
ambos compuestos. Asimismo, los pacientes considerados de alto riesgo
reciben una dosis semanal de daunomicina. Este tratamiento consigue la
remision en el 98% de los pacientes, definida como la persistencia de

menos del 5% de blastos en la médula y la normalizacion casi total del
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numero de plaquetas y neutréfilos a las 4-5 semanas de tratamiento. Se
suele administrar quimioterapia intratecal en el inicio del tratamiento y otra
dosis adicional durante la induccidn.

+ Tratamiento de post-remision o consolidacion: La segunda fase del
tratamiento se centra en el SNC, para tratar de evitar posibles recidivas
posteriores a este nivel. La quimioterapia intratecal se administra de forma
repetida mediante puncion lumbar mientras se realiza una quimioterapia
intensiva a nivel sistémico. Este tratamiento reduce el riesgo de recidiva
posterior en el SNC a menos del 5%. Entre los factores que indican esta
forma de tratamiento destacan la presencia de linfoblastos o bien la
elevacion del recuento leucocitario en el LCR en el momento del
diagnodstico, asi como los signos fisicos de leucemia del SNC, como la
paralisis de un nervio craneal.

+ Terapia de mantenimiento o continuaciéon: Por ultimo, los enfermos
reciben una dosis diaria de mercaptopurina y una semanal de metotrexato,
que se suelen asociar con dosis intermitentes de vincristina y un corticoide.
Este periodo dura 2-3 afos, en funcion del protocolo elegido. En un
pequefio porcentaje de los pacientes con rasgos pronosticos especialmente
desfavorables, sobre todo aquellos con la translocacion t(9;22) conocida
como cromosoma Filadelfia, se puede realizar un trasplante de médula

Osea durante la primera remision.

El metotrexato y la 6-mercaptopurina son farmacos de amplio uso en la
quimioterapia y con predominancia en el éxito terapéutico de ésta. El metotrexato
es un farmaco clave en la fase de consolidacién, administrandose en dosis
dependientes del tipo de riesgo. Asi mismo, este medicamento es de uso

frecuente en la etapa de mantenimiento.

El tratamiento también puede estratificarse mediante perfiles de expresién génica
de las células leucémicas. Especialmente, los ensayos de expresion génica
inducidos por la exposicion al farmaco quimioterapéutico pueden predecir qué

pacientes tienen una LLA resistente a farmacos.
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El principal factor que condiciona una mala evolucion es la recidiva de la
enfermedad. Se produce en el 15-20% de los pacientes con LLA en médula 6sea y
se asocia con las complicaciones mas graves, sobre todo cuando se produce en la
fase final del tratamiento o al poco tiempo de completarlo. Esta recidiva medular
debe tratarse con quimioterapia intensiva con farmacos que no han sido
administrados antes a ese paciente, seguida de trasplante alogénico de células
madre, con lo que se han conseguido supervivencias prolongadas en algunos

Ccasos.

El éxito del tratamiento ha determinado que la LLA deje de ser una enfermedad
aguda con una mortalidad elevada y se convierta en una enfermedad crénica. Sin
embargo, el tratamiento cronico tiene elevados costos académicos, psicosociales
y en el desarrollo de los nifios y causa un notable gasto y estrés a las familias. La

intensidad del tratamiento conlleva a toxicidad aguda y a largo plazo.
3.1.8 Toxicidad del tratamiento

Los efectos toxicos de la terapia dirigida al SNC para la LLA infantil, se puede

dividir en dos grupos amplios:

e Toxicidad aguda-subaguda: La cual incluye convulsiones, derrames,
sindrome de somnolencia y paralisis ascendente.
e Toxicidad cronica. Incluye la leucoencefalopatia y una variedad de

trastornos conductuales, neuropsicoldgicos y neuroendocrinos.

Durante afios se han reconocido los efectos nocivos que a largo plazo ocasiona la
irradiacion craneal, cuando ésta se utiliza como profilaxis del SNC sobre todo

cuando las dosis sobrepasan los 1800cGy (centigray).

La toxicidad mas frecuente relacionada con la terapia intratecal sola, en ausencia
de radiacion craneal, suelen ser convulsiones. Aproximadamente del 5% al 10%

de los pacientes con LLA presentaran al menos una convulsién durante la terapia.
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3.2 METOTREXATO

Este farmaco es un antagonista del acido folico con actividad citotoxica e

inmunodepresora y una potente accidon antirreumatica.

Es el principal antagonista de folato, y por lo tanto es uno de los antimetabolitos
que se utilizan de manera mas generalizada en la quimioterapia antineoplasica.
Los antimetabolitos son farmacos citotdxicos que bloquean o interrumpen una o
mas vias metabodlicas que intervienen en la sintesis de ADN. Los folatos son
esenciales para la sintesis de nucledtidos purinicos y de timidilato, que a su vez

son fundamentales para la sintesis de ADN y la division celular. (9)

La principal accion de los antagonistas de folato consiste en interferir en la sintesis

de timidilato, inhibe la sintesis de purinas y de desoxirribonucledtidos.
3.2.1 Estructura

En cuanto a su estructura, los folatos estan formados por tres porciones: un anillo

de pteridina, acido p-aminobenzoico (PABA) y acido glutamico (figura 4).

.~ Anillo de pteridina - --- ﬁ.cidop—amino— ———mm—— - Residuos de ------- .
I l benzoico | glutamilo |
' ' (PABA) ! |
N.
a\_, 1x (|300H O
|
N-\_ I CH —N—( >— NH—CH—CH,CH,—C +—0OH
, n
Acido folico .
OH "R
ITOOH 0
7 \ I
:[ CHQ—N4< NH—CH—CH,CH,—C 1+—0H
n
Metotrexato
NH, Ha

Figura 4. Estructura del acido folico y del metotrexato
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3.2.3. Propiedades fisicoquimicas

» Nombre quimico: &acido N-4-(2,4-diamino-6-pteridinil) metil metilamino
benzoil-L-glutamico.

» pKa: 4.8 (farmaco acido).

» Masa molecular: 454.44g/mol.

3.2.4. Mecanismo de accidén

El principal mecanismo mediante el cual el metotrexato y los folatos naturales
entran a la célula es mediante transporte activo secundario por el Transportador
de Folato Reducido (RFC, también conocido como SLC19A1) especialmente
cuando se administran bajas dosis de metotrexato (20-180 mg/m?), sin embargo

también puede ingresar a través de la Proteina de Unién a Folato (PUF). (8)

Una vez dentro de la célula, el metotrexato es sustrato de la enzima intracelular
folilpoliglutamato sintetasa (FPGS), que cataliza la formacién de metotrexato
poliglutamado (MTXPGs; metotrexato con 1-7 moléculas de glutamato), que inhibe
multiples blancos enzimaticos de timidilato y la sintesis de novo de purinas. Se ha
reportado que a mayor grado de glutamilacidn mayor es el tiempo de residencia

intracelular y por lo tanto mayor toxicidad hacia la célula blanco.

La escision del MTXPG a metotrexato por la y-glutamil hidrolasa lisosomal (GGH)
es la ruta de degradacion del MTXPG. Los MTXPG son moléculas mas grandes e
hidrofilicas que no son sustratos del los transportadores de folatos, por lo que son
retenidos en la célula lo que incrementa la eficacia del metotrexato. La adiciéon de
residuos de glutamato al metotrexato incrementa su afinidad por otras enzimas
como la Timidilato sintetasa (TYM) y enzimas de la sintesis de novo de purinas
como: fosforibosil pirofosfato amidotransfersa (PPAT), fosforibosilglicinamida
formiltransfersa (GART), e IMP ciclohidrolasa (ATIC).

El farmaco y sus conjugados afectan la actividad de enzimas del metabolismo de

folatos: inhiben a la dihidrofolato reductasa (DHFR) enzima que reduce el
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dihidrofolato en tetrahidrofolato, el cual es cofactor necesario para la timidilato
sintasa (TS). La TS sintetiza dTMP a partir de dUMP vy tetrahidrofolato; en
presencia de MTX se inhibe por dos mecanismos: a) por reduccién del sustrato
tetrahidrofolato generado por la DHFR y b) por inhibicion directa por los Pg-MTX.
La inhibicién de las DHFR y TS conlleva a una disminucion significativa en la

concentracion de dTMP.

La enzima AICAR transformilasa utiliza el 10-formiltetrahidrofolato para formar
tetrahidrofolato y formil-5 amino 4-carboxamida ribonucledétido, este ultimo
metabolito es un precursor en la biosintesis de nuclet6tidos como dGTP y dATP, la
disminucién de ambos compuestos compromete los mecanismos de replicacién y
reparacion del DNA. Como consecuencia de la disminucion de 5-metil
tetrahidrofolato se disminuye la sintesis de metionina y se afecta la capacidad de

sintetizar proteinas, lo cual complica la viabilidad celular. (6)
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Figura 5. Metabolismo del metotrexato (recuperado de Cheok M., Evans W.
Nature Rev. Cancer, 2006).
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Los folatos se captan de manera activa hacia el interior de las células, en las que
se convierten en folipoliglutamatos. A fin de actuar como coenzimas, los folatos se
deben reducir a tetrahidrofolato (FH4). Esta reaccion es catalizada por la enzima
dihidrofolato reductasa y tiene lugar en dos etapas: en primer lugar dihidrofolato

(FH2) y posteriormente FH4.

El FH4 actiua como cofactor en la transferencia de unidades unicarbonadas, un
proceso que es esencial tanto para la metilacion de uracilo a 2-desoxiuridilato
(DUMP) como para formar timidilato (DTMP) y, por tanto, para la sintesis de ADN
y también para la sintesis de novo de purinas. Durante la formacion de DTMP a
partir de DUMP, el FH4 se convierte de nuevo en FH2, lo que permite que se
repita el ciclo. El metotrexato presenta una mayor afinidad por la dihidrofolato
reductasa que FH2; de esta manera inhibe la enzima (figura 6) y produce una
disminucién de FH4 intracelular. La union de metotrexato a la dihidrofolato
reductasa supone un enlace adicional de hidrégeno o un enlace i6nico que no esta
presente cuando se une FH2. La reaccion mas sensible a la deplecion de FH4 es

la formacion de DTMP.

Metotrexato

\ )
FHa(glu), +
\ unidad unicarbonada
‘x__\_____ __‘,/'/
" Timidilate T~
¥ _ sintetasa \\
DTMP e DUMP

Figura 6. Diagrama simplificado de la accion de metotrexato sobre la sintesis del
timidalato (adaptada de Rang H. et al.(2008). Farmacologia).
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3.2.3. Farmacocinética

3.2.3.1. Absorcion

Es generalmente completa a partir de las rutas parenterales de inyeccion. Luego
de una inyeccion intramuscular, el pico plasmatico se presenta en 30 a 60

minutos.

En pacientes pediatricos con leucemia, la absorcion oral del metotrexato varia
ampliamente desde 23% hasta 60%, con una Cmax de 0.05-1045.22pg/mL,

después de una administracién oral de 10 mg/m?.

El tiempo en el que se presenta la concentracion maxima (Tmax) varia desde 0.67

horas hasta las 4 horas después de la administracion.
3.2.3.2. Distribucion

El volumen inicial de distribucion, después de administracidon intravenosa, es de
0.18 L/Kg (18% peso corporal) y el volumen de distribucion en estado estacionario
es de 0.4 a 0.8 L/Kg (40-80% del peso corporal). La union del farmaco fuera del
compartimento plasmatico, o su acumulacion en la grasa corporal, incrementa el

Vd por encima del agua corporal total.

No atraviesa la barrera hematoencefalica en las dosis terapéuticas normales,
debido a su baja liposolubilidad. Pueden obtenerse altas concentraciones en el

liquido cefalorraquideo mediante administracion intratecal.

Tiene una union proteica moderada (aproximadamente el 50%), principalmente a

la albumina.
3.2.3.3. Metabolismo

El metabolismo del metotrexato es hepatico (hidroxilacién por la aldehido oxidasa
produciendo 7-hidroximetotrexato) e intracelular, se convierte en poliglutamatos,

los cuales pueden reconvertirse a metotrexato por hidrolasas.
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Los poliglutamatos se retienen en la célula durante semanas (incluso meses en
algunos casos) en ausencia de farmaco extracelular. Pequefias cantidades de

metotrexato pueden permanecer en los tejidos por periodos prolongados.

La vida media (t12) a bajas dosis es de 3 a 10 horas y a altas dosis de 8 a 15

horas.
3.2.3.4. Excrecion

La excrecion renal es la ruta primaria de eliminacion, y es dependiente de la dosis
y la via de administracién, del 80 al 90% se elimina en las primeras 24 horas sin
metabolizar. La excrecion biliar representa el 10% o menos. Se ha detectado

metotrexato en la leche materna.
3.2.4. Resistencia al farmaco

Se puede desarrollar una resistencia a metotrexato en las células tumorales en la

que intervienen diversos mecanismos, por ejemplo:

* Reduccion de la cantidad de farmaco que capta la célula.
* Aumento de la concentracion de la enzima diana.
* Aumento de la utilizacion de vias metabdlicas alternativas.

* Mutacion de diversos genes que sintetizan la molécula diana.
3.2.5. Efectos adversos

Mielodepresion
Lesion del epitelio del aparato digestivo.

Puede haber neumonitis.

- + ¥+ ¥

Cuando se utilizan regimenes de dosis altas, puede surgir una
nefrotoxicidad por precipitacién del farmaco o del metabolito en los tubulos
renales. Los regimenes de dosis altas (dosis 10 veces mayores que las
habituales), a veces utilizados en pacientes con resistencia a metotrexato,

se deben seguir de un «rescate» con acido folinico (una forma de FH4).
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3.3. LEUCOCITOS

Los leucocitos, también llamados células blancas sanguineas, son las unidades
moviles del sistema protector del organismo. Se forman en parte en la médula
0sea (granulocitos y monocitos y unos pocos linfocitos) y en parte en el tejido
linfatico (linfocitos y células plasmaticas). Tras su formacion son transportados en

la sangre a diferentes partes del organismo donde son necesarios.

La principal funcion de los leucocitos es que la mayoria de ellos se transporta
especificamente a zonas de infeccion e inflamacion intensas, lo que contribuye a

una defensa rapida y potente frente a los microorganismos infecciosos. (7)

3.3.1 Caracteristicas generales de los leucocitos

3.3.1.1. Tipos de leucocitos.
Normalmente hay seis tipos de leucocitos en la sangre (figura 7):

* Polimorfonucleares: neutrdfilos, eosindfilos y basofilos.
* Monocitos
* Linfocitos (T y B)

* En ocasiones, las células plasmaticas.

Los granulocitos y monocitos protegen el organismo frente a los microorganismos
invasores sobre todo mediante fagocitosis. Los linfocitos y las células plasmaticas

actuan sobre todo en conexidn con el sistema inmunitario.

A

Monocito Linfocito Neutroéfilo Eosindfilo Basofilo

Figura 7. Tipos de leucocitos. (Terese Winslow, 2007).
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3.3.1.2. Concentraciones de diferentes leucocitos en la sangre
El ser humano adulto tiene unos 7000 leucocitos por microlitro de sangre.

Tabla 5. Porcentajes normales de los diferentes tipos de leucocitos.

LEUCOCITOS PORCENTAJE
Neutréfilos 62%
Eosinéfilos 2.3%

Basoéfilos 0.4%
Monocitos 5.3%
Linfocitos 30%

3.3.2. Génesis de los leucocitos

Existen dos lineas principales de leucocitos; la linea mielocitica, que comienza con

el mieloblasto, y la linea linfocitica que comienza con el linfoblasto.

Los granulocitos y los monocitos se forman sélo en la médula ésea. Los linfocitos
y las células plasmaticas se producen sobre todo en los diferentes érganos
linfégenos, en especial los ganglios linfaticos, el bazo, el timo y las amigdalas;
también se pueden formar en varias bolsas de tejido linfatico situadas en otras
partes del cuerpo como en la médula 6sea y las conocidas como placas de Peyer
situadas debajo del epitelio de la pared intestinal.

Los leucocitos formados en la médula 6sea se almacenan dentro de la misma
hasta que son necesarios en el sistema circulatorio. Se almacenan unas tres

veces mas leucocitos de los que circulan normalmente por toda la sangre.

Los linfocitos tienen una vida de semanas o meses; su duracion depende de la

necesidad del organismo de estas células.
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3.4. CULTIVOS CELULARES

El cultivo celular es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las
células 'in vitro', manteniendo al maximo sus propiedades fisiolégicas, bioquimicas

y genéticas.

El ambiente 6ptimo en el cual las células en cultivo viven y que es controlado por

la incubadora de CO, se caracteriza por tres factores fundamentales:

e Temperatura: La temperatura éptima de incubacion de la mayor parte de los

tipos celulares procedentes de tejidos de mamiferos es de 36.5+5°C.

e Mezcla de gases: Las condiciones habituales de incubacion de la mayor

parte de los cultivos celulares son de aire atmosférico mezclado con un 5%
de CO..

e Humedad: Las placas de cultivos celulares deben mantenerse en
condiciones de humedad ambiental muy elevada, para evitar que se
evapore agua del medio de cultivo que sustenta a las células y pueda

comprometerse la presion osmatica correcta del medio. (15)

3.4.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo aporta condiciones fisicoquimicas y nutrientes adecuados para

el mantenimiento de las células en cultivo.

Las propiedades fisicoquimicas reguladas por el medio liquido son: la

osmolaridad, el pH, la tension superficial y la viscosidad.
3.4.2. Células MCF-7

MCF-7 es una linea celular que fue aislada por primera vez en 1970, es una linea
celular (humana) de adenocarcinoma de mama y ha sido utilizada ampliamente en

la investigacion.
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Las células MCF-7 se cultivan normalmente hasta que llegan a confluencia.
Aunque son faciles de propagar, las células son, por lo general, de crecimiento

lento.
Las células miden aproximadamente 20-24pm y son adherentes. (16, 17).
3.4.3. Contadores de células

Uno de los datos mas importantes que se tienen que tener en cuenta a la hora de
realizar un cultivo celular es el numero de células del cual se parte en un cultivo

primario.

» Camara de Neubauer: Se trata del hemocitdmetro clasico, el cual se utiliza
en el laboratorio de analisis clinicos para realizar recuentos de células rojas
y blancas de sangre pero aplicado en cultivos celulares al recuento de

células.
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3.5. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La espectrometria de masas es una técnica microanalitica usada para identificar
compuestos desconocidos, para cuantificar compuestos conocidos, y para elucidar
la estructura y propiedades quimicas de moléculas. La deteccion de compuestos
puede ser llevada a cabo con cantidades realmente pequefas, en algunos hasta

picomoles de muestra y obtener informacion caracteristica como el peso y algunas
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Figura 8. Espectroémetro de masas.
3.5.1 Fundamento

El proceso de analisis por espectrometria de masas comienza en llevar el
compuesto a analizar a fase gaseosa, la muestra debe tener una presién de vapor
de 10 mmHg, debido a que las moléculas deben migrar por difusion desde el

sistema de entrada hacia la camara de ionizacién.
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Ya que las moléculas neutras difunden en forma aleatoria por la fuente de
ionizacion, sélo una porcién es ionizada. El proceso de ionizacion mas comun en
analisis en fase gaseosa es el de impacto electronico (El), en el cual se transfiere
energia a la molécula neutra en estado de vapor, dandole suficiente energia para

expulsar uno de sus electrones y de ese modo tener una carga residual positiva.

La molécula ionizada puede tener energia excesiva que puede ser disipada a
través de la fragmentacion de ciertos enlaces quimicos. El rompimiento de varios
enlaces quimicos permite la produccion de fragmentos de ion cuya masa es igual
a la suma de las masas atomicas del grupo de atomos que retienen la carga

positiva durante el proceso de fragmentacion.

Después de producir los iones, el siguiente paso es su analisis en el analizador de
iones, los iones tienen una carga eléctrica que les permite ser controlados por
campos eléctricos; son separados por su relacion de masa/carga (m/z). Los iones
son analizados de acuerdo a su abundancia a lo largo de la escala m/z. Durante el
proceso de adquisicion de datos provenientes del detector, los datos pueden ser
organizados en forma tabular o en formato de grafica de barras para dar

finalmente el espectro de masas de la muestra analizada, como se muestra en la

figura 9.
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m/z abundance
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Figura 9. Ejemplo de espectro de masas.
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Actualmente, los espectrometros de masas son utilizados para el estudio de un

amplio rango de sustancias y materiales con alta precisiéon y sensibilidad.

3.5.2. El espectrometro de masas

Un espectrometro de masas (figura 8) es un instrumento que mide las masas, por
medio de la relacion m/z de moléculas individuales que han sido convertidas en

iones.

Los espectrdmetros de masas tienen principalmente los siguientes componentes

(los cuales también se muestran en la figura 10):

e Un sistema de entrada
e Una fuente de iones

e Un analizador de masas
e Un detector

e Un procesador de datos

El sistema de entrada, junto con la fuente de iones y el tipo de analizador de
masas definen el tipo de espectrometro y las capacidades del sistema, los

diferentes tipos se muestran en la tabla 6.

Muestra

Analizador

Sistema de ]
de masas ||

entrada

de iones ||

103 e e

Sisterna Procesador
de vacio - de la senal
¥
Dispositivo |
de lectura

Figura 10. Componentes basicos de un espectrometro de masas.
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Tabla 6. Variantes de componentes del sistema de espectrometria de masas.

1. Indirecto
Sistema de entrada 2. Directo
3. Columna capilar cromatografica

Impacto electrénico

lonizacion quimica

lonizacién de campo

Desorcién de campo

Bombardeo con atomos rapidos
Electrospray, incluyendo nanospray y
microspray.

7. Matrix-assisted laser desorption
(MALDI).

Fuente de iones

2

Magnético

Cuadrupolo

Trampa de iones (lon-trap)

Tiempo de vuelo (Time-of-flight TOF)
Analizador FT-ICR

Analizador de masas

O s wn =

Los procesos basicos asociados con la espectrometria de masas abarcan desde
la generacion de iones en fase gaseosa de un analito, y la medicién de las

relaciones m/z de estos iones.

32



3.5.2.1 Entrada de la muestra

El principal factor limitante en la espectrometria de masas, es la posibilidad de
vaporizacion de la muestra. Como norma general, se puede decir que la condicidon
necesaria para que se pueda obtener el espectro de un compuesto, es que su
presion de vapor sea igual o superior a 10°® mmHg, a una temperatura tal que la
muestra no pirolice.

Fuente Calentador
de m-nea de muestra Eﬁclusa

4 W

leak T

muas-tr:a
Electrodo
de enfoque

Electrodo de /

aceleracion

Ala
bomba

Figura 11. Sistema de introduccion de muestras.
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3.5.2.2. Fuente de iones

Existen diferentes métodos de ionizacion, los cuales se describen a continuacion.

3.5.2.2.1. Impacto electrénico o ionizacion electréonica (Electron Impact El)

El analito es introducido dentro de la fuente de ionizacion que esta al vacio y

subsecuentemente ionizado por colisiones con un flujo de electrones.

Los electrones para este proceso son generados por emision térmica de un
filamento caliente. Los electrones son subsecuentemente acelerados al aplicar un

potencial entre el filamento y la muestra.

Para enfocar los electrones dentro de una trayectoria determinada, se utiliza un
campo magnético dispuesto paralelamente a la direccidén en la que se mueven los
electrones, de forma que estos describen una trayectoria helicoidal hasta llegar a

un anodo donde son recogidos. (Figura 12).

Una vez ionizada y en su caso fragmentada la molécula, se utiliza una placa con
carga positiva para repeler los iones y expulsarlos fuera del haz de electrones.
Para sacar a las moléculas ionizadas de la fuente de iones, se utiliza un potencial

eléctrico muy elevado, entre 1y 10 kV.

Permanent Magnet
e
(Analyte) e Fragmentation
Gas Trap Plate
'l {0volts)
Permanent Magnet

Figura 12. lonizacién por impacto electronico.
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3.5.2.2.2. lonizacion quimica (Chemical lonization Cl)

Es el primer método de ionizacion suave, se utiliza como agente ionizante un ion
de un reactivo gaseoso, generado por medio de El, que va a transferir su carga a

la molécula de muestra por medio de una reaccion biomolecular.

Entre los agentes gaseosos utilizados se incluyen el metano, el isobutano y el
amoniaco, formando iones CHs', C4Ho", y NH,4* respectivamente como especies
predominantes. La ionizacion quimica genera iones de energia interna

relativamente baja, exhibiendo un bajo nivel de fragmentacion.

Reagent Gas _ PﬂmammMagm_

(1000 1ewess) | R |

o =ilvodts

M [ M+H]* Fragmentation Mass Analyzer
(Anakyte)

Trap Plate
" (Owolts)

Permanent Magnet

Figura 13. lonizacion quimica.
3.5.2.2.3. lonizacién de campo (Field ionization FI)

Es un método de ionizacién suave, sin embargo tiene riesgo de descomposicién

térmica de la muestra.

Las moléculas son ionizadas por medio de ionizacion en los bordes del campo del
anodo emisor. El emisor consiste de un alambre de tungsteno de 10-13um de
diametro que es activado por un procedimiento especial creando miles de
microagujas en su superficie. Un potencial alto de 10-12 kV es aplicado al emisor

causando polarizacion y finalmente ionizacién de las moléculas que estan cerca
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de las puntas de las microagujas donde el campo eléctrico alcanza una gran

fuerza.
3.5.2.2.4. Desorcion de campo (Field desorption FD)

Es un método de ionizacidon muy suave, esta basado en el de lonizacion de
campo. Ha sido desarrollado al combinar la desorcion y la ionizacion del analito,
pero no hay necesidad de evaporacion antes de la ionizacion, generando iones

con muy baja energia interna y casi nula fragmentacion.
3.5.2.2.5. Bombardeo con atomos rapidos (Fast-Atom Bombardment FAB)

Es un método de ionizacion suave, resulta de la combinacion de desorcion del
analito desde una fase condensada (mezcla de analito solido+matriz) con su
subsecuente ionizacion. La matriz esta formada de moléculas organicas (glicerol 6
3-nitrobencil alcohol) que mantienen una superficie homogénea para el
bombardeo. Ocurre el bombardeo de la muestra con atomos rapidos (Ar o Xe de
3-10 keV) o iones rapidos (Cs” arriba de 35 keV). Si se utilizan iones rapidos la

técnica se conoce también como liquid secondary ion mass spectrometry (LSIMS).

fast particle
analyte/matrix beam

spot &
L ar_walyte matrix

® °  ons

* /

@
0 ®
o L J . ® To mass
+* spectrometer
®ec0 g0, —

desorbed secondary
ion beam

probe tip /

extraction
grid

Figura 14. Bombardeo con atomos rapidos.
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3.5.2.2.6. lonizacion por electrospray (Electrospray ionization ESI)

Este método puede ser llevado a cabo a presion atmosférica a diferencia de otros
meétodos, por lo que se le conoce también como atmospheric pressure ionization
(API) también se encuentra el ESI a presidn elevada. Es ampliamente utilizado en
aplicaciones de ciencias bioquimicas y biomédicas debido a su capacidad de
analizar moléculas altamente polares tales como péptidos, oligonucledtidos y

oligosacaridos.

En el proceso general de electrospray, la muestra liquida se introduce a través de
un capilar al que se aplica un elevado potencial (£3-5 kV), lo que permite producir
un spray de microgotas cargadas, las cuales debido a repulsiones electrostaticas

se dividen hasta provocar la desolvatacién y evaporacion de los iones.

Cathode

*8 e
09 45 2% " - * s
-:‘5‘ 0/ . vy » M "

- (4)

Power Supply

Figura 15. lonizacion por electrospray.

El proceso de evaporacién y rompimiento de gotas se repite hasta que el tamafio y
carga de las gotas desorba moléculas protonadas dentro de la fase gaseosa,
donde pueden ser dirigidas en el espectrometro de masas por medio de campos

eléctricos apropiados.
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3.5.2.3. Analizadores de masas

Los analizadores de masas llevan a cabo la separacion de los iones producidos,
de acuerdo a su relacion m/z para que puedan llegar al detector. La unidad para

m/z es el Thomson (Th).

En el espectro de masas aparecen dos clases principales de iones; el ion
molecular, que es la molécula completa del analito, y fragmentos idnicos, los

cuales contienen sdlo una parte de la estructura.
3.5.2.3.1. Analizador magnético

Los iones que llegan de la fuente de iones son acelerados a una gran velocidad,
se les aplica un campo magnético perpendicular al movimiento de los iones. Su
velocidad permanece constante, pero se mueven en direccion circular, es por esto
que el sector magnético tiene forma de arco. Esta provisto de una rendija de salida
con el fin de aislar los iones cuyas trayectorias tengan el radio de deflexion

necesario que los dirigira hacia el detector.

El analizador de masas de sector magnético es un modelo clasico que posee
varias ventajas: alta reproducibilidad, alto desempeno en analisis cuantitativos,

alta resolucién, sensibilidad y rango dinamico.

Fuernfe
de iones

| I _____________ Caripn
— =e===ZZ 7 L maghétion

I
I
|
|
~ I
i
i
[

N
REndid 5|
de salida

Figura 16. Analizador de masas de sector magnético.
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3.5.2.3.2. Analizador de masas de cuadrupolo

El analizador de cuadrupolo esta formado por cuatro barras metélicas de seccién
circular o hiperbdlica, exactamente rectas y paralelas, dispuestas con gran
precision sobre una circunferencia, de tal forma que el haz de iones procedente de

la fuente incida sobre el centro del dispositivo.

lon no Detector
resonante

Fuente de
lon resonante

——_olector de
electrones

Figura 17. Analizador de masas cuadrupolar.

Sobre estas barras, por pares alternos, se aplica un potencial constante (V), y un
potencial alterno de radiofrecuencia superpuesto. La combinacién de los campos

origina un movimiento lateral complejo.

Entre las ventajas se encuentra que los barridos pueden ser extraordinariamente
rapidos (0.01s) y que la escala de masas es lineal con respecto a los potenciales
utilizados.

La principal desventaja consiste en su poder de resolucion, que es relativamente
pequeno, del orden de 500 a 1,000, y su limitado rango de utilizacion, ya que solo

permite la separacion de iones con relaciones m/z menores de 1,000.
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3.5.2.3.3. Analizador de tiempo de vuelo (Time-of-flight TOF)

El principio de operacidén del analizador de tiempo de vuelo (time-of-flight TOF)
involucra la medicién del tiempo requerido por un ion para viajar desde la fuente
de iones hasta el detector localizado a 1-2m de la fuente. Los iones se separan
en grupos de acuerdo a su velocidad como van recorriendo la region libre de
campo entre la fuente de iones y el detector. Los iones chocan secuencialmente
en el detector en forma de un incremento de m/z. Los iones de baja m/z llegan al

detector antes que aquellos con m/z alta.

Ofrecen dos importantes ventajas sobre los restantes tipos de analizadores: en
primer lugar, su tiempo de analisis es extraordinariamente corto y, por otra parte y
de mayor importancia es que no existen limitaciones en la masa de los iones que

pueden ser separados.

El principal problema de este tipo de analizadores es que el tiempo que tardan los
iones en alcanzar el detector es alrededor de unos pocos microsegundos, lo que

exige sistemas de deteccion extremadamente rapidos.

Tubo de
hMuestra vielo Detector

vaporizada \

Electrodo
aceleradar

Electrodo
extractor

Figura 18. Analizador de tiempo de vuelo.
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3.5.2.3.4. Analizador de trampa de iones

El analizador de trampa de iones utiliza campos eléctricos oscilantes para atrapar
los iones en forma controlada. En la trampa de iones cuadrupolo, los iones son

atrapados en un espacio tridimensional.

La trampa de iones cuadrupolo atrapa los iones en un pequeio volumen entre tres
electrodos, uno circular y dos electrodos hiperbdlicos en los extremos, por medio
de campos eléctricos oscilantes. Los tres electrodos forman una cavidad en la que

se producen la ionizacion, la fragmentacion y el analisis de masas.

Ion source

Injected ions
Ead-cap electrode > s

RF voltage
Veos(St+ )

Detector

Figura 19. Analizador de trampa de iones.

Este sistema posee alta sensibilidad ademas de ser equipos relativamente
compactos, pero ofrecen poca capacidad en analisis cuantitativos, pueden sufrir
efectos por cargas y reacciones de los iones, muchos parametros influyen la
calidad del espectro obtenido por este método (excitacion, atrapado y deteccién de
los iones) por lo que debe contarse con sistemas de control sumamente precisos.

Puede acoplarse a sistemas cromatograficos.
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3.5.2.4. Detectores

3.5.2.4.1. Caja de Faraday

Consiste en una caja dentro de la cual se tiene una placa, ligeramente inclinada
para evitar la reflexion de iones; al chocar con la placa, los iones toman de ésta
electrones para neutralizar su carga, y midiendo la corriente electronica necesaria
para neutralizar a todos los iones, se puede tener una idea bastante exacta del
numero de iones que han alcanzado la placa. Este tipo de detector es simple,
barato, resistente y fiable. Posee alta precision, sensibilidad y produce poco ruido
de salida. (25)

3.5.2.4.2. Multiplicador de electrones

Utiliza el principio de emisidn secundaria de electrones para afectar la
amplificacion. En el dinodo discreto los iones provenientes del analizador de
masas son enfocados sobre un dinodo que emite electrones en proporcion directa
al numero de iones bombardeados hacia él. Los electrones secundarios del dinodo
son acelerados y enfocados hacia un segundo dinodo, el cual también emite
electrones secundarios. De este modo, la amplificaciéon es llevada a cabo a través

de un “efecto cascada” de electrones secundarios de dinodo a dinodo.

La desventaja que presenta este detector es que las corrientes inicial y final no
presentan una proporcionalidad suficientemente buena como para poder ser
utilizados en determinaciones cuantitativas muy exactas. Tienen rapida respuesta

y alta sensibilidad.
3.5.2.4.3. Detector Daly

Una corriente de iones positivos pasan por la hendidura del detector y son atraidos
hacia un catodo de aluminio (el boton Daly) teniendo un gran potencial negativo
(-15000 V). Ocurre el impacto con el boton Daly, el cual esencialmente sirve como
un dinodo de conversidén que produce mas de ocho veces electrones secundarios

que son atraidos hacia un aparato centelleante, los electrones secundarios

42



generan fotones que son amplificados en un fotomultiplicador. Sélo es capaz de

detectar iones de alguna m/z especifica ya es un detector de canal simple.

1.5.2.4.4. Detector de microcanales

Consta de un arreglo de capilares de vidrio huecos (de 10-25um de diametro),
unidos a un material emisor de electrones, formando microcanales. Manteniendo
estos microcanales a un alto potencial permite a los iones golpear el material y
expulsar electrones, esto causa una avalancha, creando electrones secundarios
con una ganancia de 10%-10% Estos detectores son Utiles en sefales de baja

intensidad.
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3.5.3. Espectrometria de masas en tandem.

Esta técnica analitica se introdujo en los laboratorios de analisis clinicos
aproximadamente en 1980. La técnica usualmente se abrevia como: tandem MS,
MS/MS, MS2, QqQ (en el caso de los equipos de triple cuadrupolo). Uno de los
equipos mas utilizados en quimica clinica es el de triple cuadrupolo, acoplado a
una fuente de ionizacion por “electrospray” (ESI).
Este equipo funciona de la siguiente manera: Una vez que la muestra ha sido
introducida, sufre una ionizacion suave por ESI para adquirir carga; posteriormente
pasa al MS1 en donde los componentes de la muestra se separan y ordenan de
acuerdo a su m/z. Los iones pasan por la celda de colision en donde se generan
fragmentos como producto de su colision con un gas inerte; los fragmentos
generados pasan por el MS2, los cuales se pueden correlacionar con las

moléculas intactas producidas en el MS1. (Figura 20).

lon Quad Quad collision Quad Particle
source mass filter chamber mass multiplier
filter
T g ema T A - T —— |
Sample — _u J e LR | E———
i ) e — 3 .;:::::;:'.'.'.3,?" “ha e @
lonization Component ion lon fragmentation Fragment ion lon
selection selection detection

Figura 20. Espectrémetro de masas en tandem.

Los resultados generados se registran en forma de espectro de masas que es
como la huella digital de los compuestos. Con esta técnica se pueden detectar y
cuantificar selectivamente multiples analitos dentro de una familia de compuestos.
También se puede obtener informacion estructural acerca de un compuesto a
través de la formacién de fragmentos especificos y es util para descubrir

compuestos en mezclas complejas de acuerdo a su patron de fragmentacién. (26)
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La espectrometria de masas en tandem puede ser usada para cuantificacion. Esto
se consigue realizando la adquisicion de dos estados del i6n seleccionado. El
primer espectrometro es programado para transmitir el primer ion de interés a la
celda de colisidn, y luego uno de sus iones producto, es monitorizado después del
segundo espectrometro. Con la seleccion de un estandar interno adecuado, el
espectrometro de masas puede ir cambiando rapidamente entre los cuatro iones
(dos iones precursores y dos iones producto asociados) y las correspondientes
intensidades de los iones producto monitoreadas. Esta técnica es conocida como
reaccion multiple monitoreada (multiple reaction monitoring (MRM), y es capaz de

alcanzar altos niveles de especificidad.

3.5.4. Cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS)

El poder de los sistemas HPLC-MS reside; en que se acopla un sistema de
separacion que permite obtener espectros de masas de cada uno de los analitos
de las muestras. Facilitan el analisis de muestras poco volatiles, expanden
significativamente el uso analitico de la espectrometria de masas para

compuestos organicos (desde farmacos hasta proteinas). (11)

Entre los sistemas de ionizacion como es el API-ES (lonizacién a presion
atmosférica) y el APCI (lonizacion quimica a presion atmosférica) se pueden
analizar compuestos de peso molecular hasta aproximadamente 100kDa con un

intervalo de polaridades que va desde analitos no polares hasta los muy polares.

La técnica de ESI es mas apropiada para la determinacion de analitos polares y/o
con pesos moleculares relativamente altos. Asi ESI presenta ciertas ventajas

respecto a APCI como son:

¢ Informacion sobre el peso molecular
e Apto para analitos volatiles y no volatiles, asi como para analitos
idnicos/polares

e Alta sensibilidad
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Sin embargo, también presenta algunos inconvenientes, tales como:

e Limitado a flujos relativamente bajos
e El analito ha de ser ionizable en disolucién
e Supresion idnica con altas concentraciones de sales

e [Informacién estructural limitada

Si se combina la cromatografia de liquidos con la espectrometria de masas el

resultado es una metodologia analitica de elevada selectividad y sensibilidad.

3.5.4.1. UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)

Esta relativamente nueva categoria de separacidbn analitica mantiene
practicamente los principios de HPLC, pero incrementando la rapidez, sensibilidad
y la resolucion. Cuenta con columnas con particulas mas pequefas e instrumentos
adecuados para bombear la fase mévil a presiones del orden de 15,000 psi, o
incluso 100,000 psi. (18)
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3.6. Validacion de métodos analiticos.

3.6.1. Definicion

La validacion de un método se puede definir como el proceso de demostracion
experimental y documentada de que un método analitico realiza lo que se espera
de él. (21)

Todos los métodos analiticos empleados para la cuantificacion de muestras
bioldgicas deben ser validados en el sitio de analisis y alcanzar el propdsito para el
que han sido desarrollados, independientemente si son metodologias

desarrolladas por la unidad analitica o se adquieren comercialmente.(22)
3.6.2. Parametros de calidad

Son los criterios cuantitativos que se utilizan para decidir si un método es
adecuado o no para resolver un determinado problema analitico. Son, por lo tanto,

los criterios que se utilizan en la validacion de los métodos analiticos.

La norma oficial vigente NOM-177-SSA1-2013 contiene lo referente a la validacion
de métodos analiticos en el apartado 9.1, en donde se describen los parametros
que deben cumplir los métodos analiticos para que pueda considerarse que

emiten resultados exactos, precisos, reproducibles, y por lo tanto confiables.

» Exactitud: Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia.

» Linealidad: Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener una respuesta proporcional a la concentracion del
compuesto en la muestra.

» Selectividad: Es la capacidad de un método analitico para diferenciar y
cuantificar el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la
muestra.

» Precision: Se puede definir como el grado de concordancia entre los
resultados obtenidos cuando un método se aplica, repetidamente y desde el
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principio, sobre distintas porciones representativas de una misma muestra.

Puede estimarse de varias formas:

e Repetibilidad: Es la precision bajo las mismas condiciones de
operacion en un intervalo corto de tiempo.

e Reproducibilidad intralaboratorio: Es la precision bajo las variaciones
que comunmente pueden ocurrir dentro del laboratorio: diferentes

dias, diferentes analistas, diferentes equipos.

Limite inferior de cuantificacién: Es la concentracion mas baja del analito
que puede medirse cumpliendo con la precisidon y exactitud, determinada en
funcién de las necesidades de cuantificacion del estudio.

Limite superior de cuantificacion: Es la concentracion mas alta del analito

que puede medirse con la precision y exactitud.

Sensibilidad: Mide la capacidad de un método para distinguir pequenas

diferencias en la concentracién del analito.

Limite de deteccion (LD): Es la concentracion minima de analito que
proporciona una senal en el instrumento que difiere significativamente de la
sefal del blanco.

Robustez: Es la capacidad del método analitico para no ser afectado por
pequefios pero deliberados cambios en las condiciones experimentales. Se
expresa como la desviacion estandar absoluta, desviacidén estandar relativa

o coeficiente de variacion de los mismos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipos

Para la separacion cromatografica se empleé un cromatégrafo Acquity UPLC.
El espectréometro de masas fue de triple cuadrupolo modelo Quattro Micro marca
Waters. Los datos obtenidos fueron tratados mediante el programa MassLynx v.
4.1.

4.2. Material biolégico

= Sangre humana obtenida de voluntarios sanos.
= Lecucocitos humanos separados a partir de sangre total.

= Células MCF-7

4.3. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO
4.3.1 Cultivo de células MCF-7.

x N

Descongelara ?%  Centrifugar 2500rpm

mano. durante 5 min.
a Retirar sobrenadante. /‘/

; . Contar células en
Células congeladas a-80°C Adicionar 10mL de Adicionar 1mL de camara Neubauer.

con 90%SFB+10% DMSO. medio enriquecido.

medio enriquecido en
(=1.5x10° células)
§: -]

tubo falcon.

» ’&-'\/ﬁ' "

! Colocar =7x10°células en caja
de cultivo y adicionar SmL
Incubar a 37°C, 5% CO,. DMEM-12 enriquecido.
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Una vez que las células han alcanzado aproximadamente el 90% de confluencia
se absorbe el medio y se le colocan 3mL de tripsina para separar las células,
cuando la capa de células se haya dispersado se toma este volumen y se coloca
en un tubo falcon de 15mL y se adicionan 10mL de medio DMEM-F12 para
desactivar la tripsina y evitar dafo celular. Posteriormente se centrifuga a
2,500rpm por 5 minutos, se elimina el medio con tripsina, se resuspende el botdn
celular en medio de cultivo, se colocan =7x10° células por caja de cultivo y se
incuban.

El proceso anterior se repite, hasta que se hayan realizado de 2 a 3 pases,
después de esto las células pueden ser utilizadas para los procesos

experimentales correspondientes.

4.3.2. Conteo de células en camara de Neubauer.

T8

el li = calose contaran las

@
- ‘ ‘ ~ célulasquese
! E I encuentren dentra
1

de los cuadrantes.

'.
Colocar80uLde azul
de tripanoc entubeo Adicionar 20 iLde la Resuspender 5
eppendorf. suspension de células. veces.

Concentracion (E:l = Promedio cél.cuadrantes *\ol. Suspension cel *5*10*

L
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4.3.3. Separacion de leucocitos por el método de ficoll (en campana de flujo

laminar).

Sangre : Plasma
Coloca{ el mismo PBMCs (interphase)
l?volumen de ficoll Ficoll Centrifugar Flcol
en un tubo falcon y e a 2210rpm Granulocitos

posteriormente  la por 25min. Globulosrojos
sangre obtenida.

Tomar anillo de
celulas

; mononucleares
Centrifugar a

A

» '&—U." 2500rpm por de sangre
V 5inin. . periférica
_ _ £ (PBMCs).
b
Realizar 3 £
lavados EE
Determinar viabilidad C0|OCEF en caja de con HBSS. £
de células tefiidas con cultivo con 6mL de g
azul de tripano en medio DMEM-F12 a 2
Camara de Neubauer pH 7.4 con 10% de SFB

y 1% de antibidtico.

4.3.3. Cinética del metotrexato en leucocitos.

Para conocer la cinética del metotrexato dentro de los leucocitos éstos se
expusieron a una misma concentracién a diferentes tiempos y posteriormente se

sometieron al proceso de extraccion para cuantificarse por UPLC-MS/MS.

N

Exponer auna concentracién de Cuantificar
- metotrexato de 10ug/mL. - ‘ r;et:tredxat[o
entro de la
célula.
Placa de cultivo con =1.2x10%

leucocitos en cada pozo. Incubar durante 2,4,6 y
24 horas a 37°C, 5% CO,.
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4.3.4. Cuantificacion de metotrexato en leucocitos.

Se realizaron dos pruebas de cuantificaciéon dentro de los leucocitos con dos
voluntarios sanos, realizando cada uno por duplicado exponiendo a diferentes
concentraciones de metotrexato e incubando durante 2 horas, por ultimo se

realiza la extraccion del metotrexato para poder cuantificarlo por UPLC-MS/MS.

. s eoss]
Exponer a concentraciones de Cuantificar
metotrexato de - ‘ metotrexatlo
2,5,10,20,40ug /mL. dentioile la
célula.
Placa de cultivo con =1.2x108
leucocitos en cada pozo. Incubar durante 2horas a

37°C, 5% CO,.

52



5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

5.1. Condiciones de “tuning” o sintonizacion.

Para comenzar a analizar o cuantificar algun compuesto por espectrometria de
masas es necesario realizar un “tuning” el cual determinara las condiciones a las
cuales se trabajara con el analito. El “tuning” tiene como principales funciones;
ajustar las masas del espectrometro, conseguir la maxima sensibilidad y

comprobar el estado del espectrémetro de masas.

Para realizar el “tuning” del metotrexato se probaron dos fases mdviles; Acido
férmico (0.1%): ACN (55:45% viv) y CH3COONH4 (5mM): ACN (40:60 v/v),
resultado la primera la que obtuvo una mejor resolucion del analito.
Los parametros de ionizacion y del analizador se optimizaron para obtener la

maxima intensidad y sensibilidad del analito.
a. Tipo de ionizacién: ESI (+).

b. Solucion para tuning del analito (metotrexato): 100ng/mL (diluyente: MeOH
70%).

c. Transicion optimizada del analito: 455.21>308.29 Th

d. Solucién para tuning estandar interno (lfosfamida): 100ng/mL (diluyente:
MeOH 70%)

e. Transicion optimizada del estandar interno: 261.09>91.62 Th
f. Velocidad de infusion: 10 yL/min

g. Fase movil UPLC: Acido férmico (0.1%): ACN 50:50 v/v

h. Flujo UPLC: 0.2 mL/min

i. Transiciones:
lon Padre (IP): 455.21 (Metotrexato)
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lon hijo (IH): 308.29
Estandar interno (E.l): 261.09>91.62 (Ifosfamida)

5.2. Condiciones cromatograficas

a. Fase movil: Acido férmico 0.1%: ACN 100% (55:45)% v/v
b. Fase de lavado débil: ACN 100%: H2O (50:50)% v/v

c. Fase de lavado fuerte: HyO:ACN:MeOH: Isopropanol (2-propanol)
(25:25:25:25)%viv

d. Fase de lavado de sellos: H,O: ACN (90:10)% v/v
e. Velocidad de flujo UPLC: 0.2 mL/min

f. Volumen de inyeccion: 10 yL/min

g. Modo de inyeccidn: Partial Loop with needle over fill
h. Split radio: N/A

i. Temperatura de automuestrador: 15 °C

j- Temperatura de la columna cromatografica: 40°C

k. Volumen del loop empleado: 10 pyL

|.  Tiempo de inyeccion: 2.5 min corrida

m. Columna cromatografica utilizada:

Tipo de Diametro Longitud Tamaio de Caddigo
soporte interno (mm) (mm) particula (um)
UPLC BEH #parte:
C18 2.1 50 1.7 186002350
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5.3. Especificaciones espectrométricas

. S ESTANDAR
A) Parametros de ionizacion ANALITO INTERNO

Cono (V)

_

__
Temperatura del “Source” (°C) _—
__

Flujo de gas-desolvataciéon-(L/h)

A) Parametros del analizador ANALITO ESTANDAR
INTERNO

I LR 1=
N =0
BN

HM 2 Resolution

Multipler (V)
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5.4. Preparacion de soluciones y reactivos
Nota: El metotrexato es un farmaco fotosensible, por lo que debe de protegerse de

la luz.

e Solucion A: Metotrexato [1mg/mL] [1,000,000 ng/mL] 10.0mL
Pesar 0.010 g de metotrexato, disolver con MeOH 70% y aforar a 10.0mL
con MeOH 70%, almacenar a -80°C. Se adicioné 10uL NH,OH [28-30°C]

e A partir de la solucidon A se realizaron diluciones, obtenido concentraciones
de metotrexato de 100,000ng/mL, 10,000ng/mL y 1,000ng/mL.

e Solucién | de: Ifosfamida [1Tmg/mL] 10.0mL
Pesar 0.010g de Ifosfamida, disolver y aforar a 10.0mL con MeOH 70% v/v,

almacenar a 4°C.

e A partir de la solucibn | se realizaron diluciones, obteniendo
concentraciones de Ifosfamida de 100,000ng/mL, 10,000ng/mL y
200ng/mL.

e Lavado fuerte: H,O:ACN:MeOH:2-Isopropanol 25:25:25:25 % v/v 500mL.
Medir por separado y mezclar 125mL de MeOH HPLC y 125mL de 2-
Isopropanol HPLC; 125mL de ACN, 125mL H,O milli-Q degasificar en bafio

ultrasonido por 5min.

e Lavado débil: ACN: H.O 50:50% v/v 500mL.
Medir por separado y mezclar 50mL de agua y 50mL de ACN; degasificar

en bano ultrasonido por 5 min.

e Lavado de sellos: Acetonitrilo: Agua 10:90 v/v. 500mL.
Medir por separado y mezclar 50mL de acetonitrilo y 450mL de agua HPLC;
degasificar en bano ultrasonido por 5 min.
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5.5. Técnica extractiva: Liquido-Liquido

La técnica de extraccion

liquido-liquido consiste en

la recuperacion del

metotrexato dentro de la célula por medio de disolventes adecuados, en este caso

se utilizé el ACN 100%. Se utilizaron las soluciones de trabajo 20x del metotrexato

que se muestran en el apartado 4.6.a.

Una vez que se obtiene la fase organica, que es donde se encuentra el farmaco se

seca y es reconstituida con ACN 70% para posteriormente inyectar 10uL al

equipo.

El procedimiento

continuacion:

Las células MCF-7

(=1.2x10%) se lavan

con 200pL de H,O
Milli-Q.

Sonicar por 5 minutos
a temperatura
ambiente

Centrifugar a
12000rpm durante 5
minutos.

detallado

Agregar 200uL de la
dilucion 1:10 de las
soluciones 20x de
metotrexato en
metanol 70%.

Agitar en vortex por 1
minuto.

Se transfieren 600uL
de la fase organica a
otro tubo de ensayo.

Se inyectan 10uL de
muestra al equipo.

se

encuentra a

Adicionar 10uL de E.I.
(Ifosfamida 200ng/mL
en MeOH 70%).

Adicionar 500uL de
ACN 100%

Secar a 50°C por 20
minutos..

Reconstituir con
200uL de ACN 70%.
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5.6. Curva de calibracién y puntos control

a. Soluciones de trabajo 20X

Vol.
Solucién
madre (uL)

Aforo final
(mL)

Concentracion
(ng/mL)

1000

2000

_____
B re2 60 600 10
P Pes 120 1200 0

b. Curva de calibracion

Concentracién |Vol. Solucion de| volumen
Nivel celular
final (ng/mL) trabajo (uL) (uL)

0.250

1.000

o | 2.000
—————
s | 0600

5.7. Desempeno del sistema

Punto CC: Ifosfamida Concentracién: 100ng/mL MeOH 70% Vol. De inyeccion:

3mL.

Punto CC: Metotrexato Concentracién: 100ng/mL MeOH 70% Vol. De inyeccion:

3mL.

Punto CC: ACN Concentracioén: 50:50 v/v Vol. De inyeccion: 3mL.
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6. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

A continuacion se muestra el espectro de masas y cromatograma del ion padre y

los iones hijos del metotrexato obtenido por UPLC-MS/MS, figura 21 y 22,

respectivamente.

Figura 21. Resultados obtenidos por UPLC-MS/MS (ESI+). lon padre, metotrexato
solucién 1000ng/mL en MeOH-Agua (50% v/v). A) Espectro de masas. B)
Cromatograma.

Figura 22. Resultados obtenidos por UPLC-MS/MS (ESI+). lones hijo, metotrexato
solucién 1000ng/mL en MeOH-Agua (50% v/v). A) Espectro de masas. B)
Cromatograma.
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Cada pico representa un fragmento de la molécula donde cada uno de estos
fragmentos corresponde a un ion. La informacion proporcionada incluye la relacion
m/z y la intensidad relativa de cada sefial. Como la mayor parte de los iones
formados tiene carga igual a uno, las relaciones m/z corresponden con sus masas.
A la sefal mas intensa, denominada pico base, se le asigna el valor 100, que
como se puede observar en el espectro del idbn padre corresponde a una masa de
455.218, que seria la del metotrexato protonado. Este da como producto un i6n

con una sefial intensa que corresponde a una relacion de m/z de 308.290.

Los resultados de la validacidon que se muestran a continuacién se encuentran
basados en los criterios y requisitos contenidos en el apartado 9.1, que se refiere a
la “Validaciéon de métodos analiticos (caracteristicas de desempefio)”, de la norma
oficial mexicana NOM-177-SSA1-2013.

6.1. Selectividad

Debido a que las células utilizadas no se expusieron a ningun otro farmaco no se

realizo el estudio de selectividad.

6.2. Efecto de la matriz para métodos por espectrometria de masas

Se analizaron individualmente 6 unidades de matriz blanco. Se extrajo cada
muestra blanco de matriz, posteriormente se adiciond el analito y el estandar

interno en solucidn para obtener la respuesta analitica correspondiente (Tabla 7).

Se compararon las respuestas analiticas obtenidas respecto a las respuestas del
analito y el El en solucién. Para cada unidad se obtuvo un FMN por el El,

conforme a la siguiente féormula:

FMN [Respuesta del analito en lamatriz/Respuesta del estandar interno en iamat’riﬂ]
MY =

[Respuesta del analito en solucion/Respuesta del estandar interno en solucion]
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Tabla 7. Efecto de la matriz.

Concentraciéon | Respuesta Respuesta | Respuesta
Tipo nominal analito |Respuesta| analito El FMN
(ng/mL) (matriz) | El (matriz) | (solucién) | (solucién)
Estandar
CC1 0.100 20.450 190.963 25.170 208.961 0.889
Estandar
CC2 0.250 52.163 224.223 56.411 248.159 1.023
Estandar
CC3 0.500 104.714 239.862 107.110 214,947 | 0.876
Estandar
CC4 1.000 189.485 256.174 192.291 211585 | 0.814
Estandar
CC5 1.500 277.141 243473 287.886 200.207 | 0.792
Estandar
CC6 2.000 385.215 263.622 376.264 213.37 0.829
Promedio | 0.870
SD 0.084
%CV 9.6

Para esta prueba se obtuvo un %CV de 9.6% del FMN calculado de las 6
unidades de matriz, el cual al ser menor al 15% indica que no hubo efecto de la

matriz para el método.

6.3. Efecto de acarreo o arrastre para métodos por espectrometria de masas

El efecto de acarreo es definido por la NOM-177-SSA1-2013 como; el efecto
generado por la aparicion o aumento de la sefal del analito o estandar interno

causado por la contaminacidon de muestras anteriores.

Para determinarlo se realizaron 3 inyecciones de la misma muestra blanco, una
antes y dos después de una inyeccién del limite superior de cuantificacion

(2.00ng/mL). Los resultados se muestran en la figura 23.

Como se logra observar no existen interferencias proximas al tiempo de retencién

del analito ni del estandar interno.
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METOTREXATE IFOSFAMIDA

A
. _ bF
= N ] 088 1154912
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1.00 200 1.00 200

Figura 23. Cromatogramas obtenidos para determinacién de efecto de
acarreo para métodos por espectrometria de masas. A) Muestra blanco,
inyeccion 1. B) Inyeccion limite superior de cuantificacién. C) Muestra
blanco, inyeccion 2. D) Muestra blanco, inyecciéon 3.
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6.4. Limite inferior de cuantificacion

El limite inferior de cuantificacion se determina con base en el 5% de la
concentracion maxima, la cual es de 2.000ng/mL, por lo que el limite inferior de
cuantificacion corresponderia a 0.100ng/mL. Por lo que se inyectaron por
quintuplicado controles a dicha concentracion, posteriormente se obtuvo el

promedio, la desviacion estandar y el %CV.

Tabla 9. Datos obtenidos limite inferior de cuantificacion.

Concentracié | Concentracion
Punto Tipo n nominal recuperada %Desviacion
(ng/mL) (ng/mL)

LC1 Qc 0.100 0.108 8.0
LC2 Qc 0.100 0.106 6.0
LC3 Qc 0.100 0.114 14.0
LC4 Qc 0.100 0.110 10.0
LC5 Qc 0.100 0.097 3.0
LC6 Qc 0.100 0.095 50
Promedio 0.105 7.7

SD 0.007

%CV 7.13

Se obtuvo un promedio de 0.105ng/mL y un %CV de 7.13%, por lo que se

encuentra dentro de los parametros establecidos.
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6.5. Curva de calibracion

Se realizaron 6 curvas de calibracion, las cuales se muestran en la tabla 10, con
seis concentraciones distintas; 0.10, 0.25, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 ng/mL ademas de
los puntos control MCB, MCM y MCA que se evaluaron por duplicado y

corresponden a concentraciones de 0.30, 0.60 y 1.20 respectivamente.

La linealidad del método en el intervalo de concentracion estudiado se evalué
obteniendo un modelo matematico que describiera adecuadamente la relacion
entre la concentracion y la respuesta, la cual debe ser continua y reproducible.
Ademas de que los datos de concentracion recuperada de la curva de calibracion
deben estar dentro del 15% de la concentracidén nominal en cada nivel, excepto
para el limite inferior de cuantificacion, ya que puede ser menor o igual que el
20%.

La respuesta  del método se obtuvo mediante la relacion:

Concentracidnanaite=Area anaito*(Concentraciong/Area g).

Tabla 10. Respuesta del método [Area bajo el pico en Unidades arbitrarias (UA)].
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Curva de calibracion
35.000
¥ =15437%+0.1064
30.000 - R!=0.9986
25000 -
g 20.000
= |
E’ 15.000 —g=—Concentracion
| —— Lineal [{Concentracidn)
10,000 -
5.000
0.000 = : :
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50
Concentracion (ng/mL)

Figura 24. Curva de calibracion del método.
La concentracion del metotrexato se determina mediante la ecuacién de la recta:
y=15.437x+0.1064

Donde:
y=Respuesta del método

x=Concentracion del metotrexato
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Tabla 11. Concentraciéon en ng/mL obtenida de cada punto de las curvas y

porcentaje de desviacion.

Concentracion

nominal 0.100 | 0.250 | 0.500|1.000 | 1.500 | 2.000 (0.300 | 0.600 | 1.200 | 0.300 | 0.600 | 1.200

(ng/mL)

Curva1 0.105 [ 0.224 | 0.528|0.984 | 1.574 | 1.937 |0.277|0.603 | 1.164 | 0.292 | 0.582 | 1.084

Curva 2 0.085 [0.225|0.568|1.054 | 1.533|1.875(0.303|0.676|1.102| 0.266 | 0.603 | 1.254

Curva 3 0.082 {0.252|0.513|1.105|1.465| 1.922 (0.343|0.634 | 1.258 | 0.344 | 0.608 | 1.295

Curva 4 0.09 [0.249|0.557|1.049|1.423|1.981 [0.305|0.602|1.235|0.328 |0.558 | 1.262

Curva 5 0.089 [0.263|0.546|0.966 | 1.518 | 1.966 | 0.28 | 0.522|1.036|0.277 |0.534 | 1.045

Curva 6 0.114 {0.231]0.439|1.013|1.619|1.935[0.288|0.597|1.158 | 0.297 | 0.582 | 1.221

Promedio 0.094 [0.241]0.525|1.029|1.522 | 1.936 [0.299|0.606|1.159| 0.301 |0.578 | 1.194
SD 0.013 {0.016|0.047|0.051|0.071 | 0.037 {0.024 | 0.051|0.082| 0.030 |0.028 | 0.103

La curva de calibracion obtenida con las concentraciones distintas y los controles

evaluados resulto ser lineal con una ecuacion de la recta y=15.437x+0.1064 y un

coeficiente de correlacion de 0.9986.

Por lo que la relacién entre la concentracién y la respuesta es continua y

reproducible. Ademas de que los datos de concentracién recuperada de la curva

de calibracion se encontraron dentro del 15% de la concentracién nominal en cada

nivel.

6.6. Precision

La precisién de un método se evalua con la repetibilidad y la reproducibilidad, las

cuales se muestran a continuacion.



6.6.1. Repetibilidad

Se analizaron en un mismo dia por quintuplicado las muestras control MCB, MCM
y MCA vy se calculd la concentracién obtenida para cada nivel interpolando su

respuesta analitica en la curva de calibracién.

Los resultados se presentan en la tabla 12, en donde se muestra también el %CV

del valor promedio el cual no debe ser mayor del 15%.

Tabla 12. Datos obtenidos de repetibilidad del método.

Concentracion nominal Concentracion recuperada
(ng/mL) (ng/mL)
0.287
0.26
MCB = 0.300 0.209
0.289
0.315
Promedio 0.272
SD 0.040
%CV 14.79
0.648
0.521
MCM = 0.600 0.554
0.532
0.61
Promedio 0.573
SD 0.054
%CV 9.45
1.036
1.086
MCA = 1.200 1.062
1.192
1.046
Promedio 1.0844
SD 0.063
%CV 5.81
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6.6.2. Reproducibilidad

Se analizaron por quintuplicado en tres corridas analiticas diferentes y en tres
dias diferentes, las muestras control MCB, MCM y MCA. Se calculé la
concentracion recuperada interpolando la respuesta analitica en la curva de

calibracion.

El criterio de aceptacién es el %CV del valor promedio, el cual no debe ser mayor
al 15%.

Tabla 13. Datos obtenidos de reproducibilidad del método.

Dia MCB MCM MCA
[0.300ng/mL] | [0.600ng/mL] |[1.2ng/mL]

0.287 0.648 1.036

0.26 0.521 1.086

19-Mayo-2015 0.209 0.554 1.062

0.289 0.532 1.192

0.315 0.61 1.046

0.337 0.681 1.308

0.291 0.577 1.329

20-Mayo-2015 0.307 0.607 1.301

0.299 0.646 1.245

0.307 0.657 1.317

0.328 0.56 1.161

0.312 0.518 1.227

21-Mayo-2015 0.307 0.631 1.102

0.317 0.633 1.199

0.284 0.618 1.256

Promedio 0.297 0.600 1.191

S.D. 0.031 0.052 0.100

El método resulté ser preciso ya que el promedio de los cinco controles de cada
nivel, tanto de repetibilidad como de reproducibilidad, se encontré dentro del 15%

de variacion respecto al valor nominal.
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6.7. Exactitud

Para determinar que un método es exacto se debe calcular la desviacion de la

concentracion obtenida respecto al valor nominal (% de desviacion) de los datos

de repetibilidad y reproducibilidad.

El porcentaje de desviacion se calcula de la siguiente manera:

S, Concentracionnominal — concentracion obtenida
YeDesviacion = | — . w 100|
Concentracion nominal

Como criterio de aceptacion se tiene que el valor promedio del % de desviacion

debe ser menor o igual a 15%.

Tabla 14. Datos obtenidos exactitud (repetibilidad).
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Tabla 15. Datos obtenidos exactitud (reproducibilidad).

Dia MCB % y MCM °_/o g MCA °_/o g
[0.300ng/mL] | Desviacion |[0.600ng/mL] | Desviacién |[1.2ng/mL] | Desviacion

0.287 4.3 0.648 8.0 1.036 13.7

0.260 13.3 0.521 13.2 1.086 9.5

19-may-15 0.209 30.3 0.554 7.7 1.062 11.5

0.289 3.7 0.532 11.3 1.192 0.7

0.315 5.0 0.610 1.7 1.046 12.8

0.337 12.3 0.681 13.5 1.308 9.0

0.291 3.0 0.577 3.8 1.329 10.8

20-may-15 0.307 2.3 0.607 1.2 1.301 8.4

0.299 0.3 0.646 7.7 1.245 3.8

0.307 2.3 0.657 9.5 1.317 9.8

0.328 9.3 0.560 6.7 1.161 3.2

0.312 4.0 0.518 13.7 1.227 2.3

21-may-15 0.317 5.7 0.631 5.2 1.102 8.2

0.284 5.3 0.633 5.5 1.199 0.1

0.217 2.3 0.618 3.0 1.256 4.7

Promedio 6.9 7.4 7.2

desviacién

Se calculd el porcentaje de desviacion, obteniendo para el promedio de cada nivel
un porcentaje de desviacién menor al 15%, por lo que cumple con el criterio de

aceptacion para los datos de repetibilidad y reproducibilidad.

6.8. Recobro absoluto

Se analizaron por quintuplicado los controles MCB, MCM y MCA en la matriz
biolégica. Se compard la concentracion obtenida del metotrexato después de
haber realizado la extraccion, dividiéndola entre la concentracion del metotrexato
en solucion y multiplicando por 100, obteniendo asi el porcentaje de recobro para

cada muestra.

Posteriormente se obtuvo el promedio del recobro de cada nivel y el global (tabla
16).
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Tabla 16. Recobro absoluto obtenido.

0.267 89.0
0.260 86.7
0.255 85.0
0.294 98.0
0.241 80.3
0.251 83.7
0.261 87.1
0.02 6.08
6.98 6.98

87.1
0.496 82.7
0.488 81.3
0.488 81.3
0.456 76.0
0.472 78.7
0.466 77.7
0.48 79.61
0.02 2.57
3.23 3.23

79.6
1.017 84.8
1.038 86.5
1.006 83.8
1.012 84.3
1.035 86.3
0.997 83.1
1.018 84.8
0.02 1.35
1.59 1.59

84.8

83.83%

Ya que el recobro absoluto no es un parametro que se encuentre definido en la

NOM-177-SSA1-2013, no existe un criterio de aceptacion, el recobro absoluto

obtenido fue de 83.83%.
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6.9. Estabilidad de la muestra

En el apartado 9.1.9.8 se establecen los parametros para evaluar la estabilidad de
la muestra y demostrar que el farmaco es estable durante su manejo,

almacenamiento y procesamiento analitico.

Se evalud por triplicado la respuesta del analito a las concentraciones de MCB vy
MCA, analizadas inmediatamente después de su preparacion y después de ser

sometidas a las condiciones del ensayo.

Las muestras control se interpolaron en una curva de calibracion recién preparada
(el dia del ensayo) y las concentraciones obtenidas se comparan contra la

concentracidon nominal.

El criterio de aceptacién para demostrar que la muestra es estable es que el

porcentaje de desviacion de la concentracion promedio sea menor o igual al 15%.
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6.9.1 Estabilidad a corto plazo

Se evaluo la estabilidad del analito en la matriz biolégica a la temperatura y tiempo

de procesamiento de la muestra, en este caso se evalud después de 3 horas.

Tabla 17. Estabilidad a corto plazo (3horas).

Concentracion recuperada y % de desviacion.

Con_centracién Concentracién % Desviacién
nominal (ng/mL) recuperada (ng/mL)
0.331 10.3
0.299 0.3
MCB = 0.300 0.342 14.0
0.310 3.3
0.316 5.3
Promedio 0.3196 6.6
SD 0.017
%CV 5.33
1.196 0.3
1.131 5.8
MCA =1.200 1.376 14.7
1.195 0.4
1.156 3.7
Promedio 1.211 4.98
SD 0.096
%CV 7.96
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6.9.2. Estabilidad a largo plazo

Se evalud la estabilidad del analito en la matriz biolégica, bajo las condiciones de

almacenamiento en las que se mantuvieron las muestras después de 10 dias.

Tabla 18. Estabilidad a largo plazo (10dias).

Concentracion recuperada y % de desviacion.
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6.9.3. Estabilidad de la muestra procesada

Se evalud la estabilidad del analito de la muestra procesada a temperatura
ambiente, los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 19. Estabilidad de la muestra procesada.

Concentracion recuperada y % de desviacion.
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6.9.4. Estabilidad en el automuestrador

Se evalué la estabilidad de analito en la muestra a la temperatura del
automuestrador.

Tabla 20. Estabilidad en el automuestrador (8hrs).

Concentracion recuperada y % de desviacion.
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6.9.5. Estabilidad ciclos de congelacion-descongelacion

Se determind la estabilidad del analito en la matriz biolégica, almacenado a

temperatura de -80°C por 12 horas,

posteriormente se descongelaron

completamente a temperatura ambiente y se volvieron a congelar por 12horas. Se

realizaron 3 ciclos de congelacidn-descongelacion y posteriormente se analizaron

las muestras.

Tabla 21. Estabilidad ciclos de congelacidn-descongelacion.

Concentracion recuperada y % de desviacion.

‘s . Concentracion
Concentraciéon nominal o .
recuperada %o Desviacion
(ng/mL) (ng/mL)
0.326 8.7
0.272 9.3
MCB = 0.300 0.334 11.3
0.290 3.3
0.337 12.3
Promedio 0.312 9.0
SD 0.029
%CV 9.34
1.298 8.2
1.536 28.0
MCA =1.200 1.338 11.5
1.233 2.8
1.233 2.8
Promedio 1.328 10.6
SD 0.125
%CV 9.40
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Se evalud la estabilidad a corto plazo en un tiempo de 3 horas, la estabilidad a
largo plazo por un tiempo de 10 dias manteniendo la muestra almacenada a
temperatura de -80°C, la estabilidad de la muestra procesada a temperatura
ambiente, la estabilidad en el automuestrador durante 8 horas y la estabilidad tras

realizar 3 ciclos de congelacion-descongelacion.

Posteriormente se obtuvo el %CV y el porcentaje de desviacion. En todas las
pruebas de estabilidad se cumplid con el criterio de aceptacion, es decir las
muestras tuvieron un %CV menor al 15%. Por lo tanto se puede concluir que la

muestra es estable a las condiciones a las cuales fue tratada.

6.10. Resultados cinética del metotrexato en leucocitos.

A continuacién se muestran los resultados de la cinética de tiempo que se realizd
para la cuantificacion de metotrexato dentro de leucocitos obtenidos a partir de

voluntarios sanos.

Tabla 22. Cinética del metotrexato en leucocitos.

2 24.002
13.306
9.009
24 12.3
45.264
14.69
9.518
24 14.34

Muestra 1

Muestra 2
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Figura 25. Cinética metotrexato

Después de haber expuesto a los leucocitos a una concentracion de 10ug/mL por
2,4,6y 24 horas incubando a 37°C a una atmosfera de 5% de CO;, se realizo la

extraccion liquido-liquido del metotrexato y posteriormente se cuantifico.

Como se logra observar en la tabla 22 asi como en la figura 25, a medida que
pasa el tiempo existe una disminucion en la concentracion de metotrexato, sin
embargo, pasadas 6 horas se observa un ligero aumento de la concentracién de
éste. Esto puede deberse a la conversion de los metabolitos poliglutamados a
metotrexato por medio de la enzima y-glutamil hidrolasa lisosomal, lo que

incrementa la eficiencia del metotrexato.

Los niveles de metotrexato dentro de los leucocitos muestran niveles muy bajos
comparado con la solucion a la que fueron expuestos, tan sélo la muestra 2 a las 2
horas contiene cerca del 0.45% del metotrexato contenido en el medio. Esto indica

que ingresa una minima parte del metotrexato total a la célula blanco.

A las dos horas se muestra la mayor concentracion, lo cual se encuentra reportado

en la literatura como el tmax en sangre.
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6.11. Resultados cuantificacién de metotrexato en leucocitos.

En cuanto a la cuantificacion del metotrexato en leucocitos expuestos a diferentes
concentraciones del farmaco se resume a continuacion en la tabla 23, en la cual
se muestra la concentracién adicionada a los leucocitos y la que se obtuvo en su

cuantificacion (concentracion obtenida).

Tabla 23. Cuantificacion de metotrexato en leucocitos.

C1 2.000 1.748
Cc2 5.000 1.271
C3 Voluntario 1 10.000 4713
C4 20.000 8.940
C5 40.000 25.327
C1 2.000 1.807
Cc2 5.000 3.597
Voluntario 1
C3 (Repeticion) 10.000 7.029
C4 20.000 20.533
C5 40.000 30.900
C1 2.000 2.181
Cc2 5.000 3.033
C3 Voluntario 2 10.000 3.875
C4 20.000 8.940
C5 40.000 11.137
C1 2.000 1.751
Cc2 , 5.000 4.579
Voluntario 2
C4 20.000 7.629
C5 40.000 30.900
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Se expusieron a los leucocitos a grandes cantidades de metotrexato teniendo en

cuenta que se esta utilizando espectrometria de masas, esto se debidé a que

anteriormente se probd la cuantificacion del metotrexato con HPLC-UV sin

embargo no se logrd realizar, ya que a pesar de que los leucocitos fueron

expuestos a grandes concentraciones no se observaba sefal alguna, es por ello

que se opto por colocar las concentracion que se muestran en la tablas 22 y 23.

Ya que se obtuvieron concentraciones mas altas a la curva

de calibracion

realizada, se elabor¢ otra que se encuentra en un intervalo de 1.000-20.000ng/mL,

la cual se muestra a continuacion.

Tabla 24. Datos curva de calibracion 2.

Nombre Con_centracién Concentracion % Desviacién
nominal (ng/mL) recuperada (ng/mL)
CC1 1.000 1.1 14.0
CC2 2.500 2.4 5.4
CC3 5.000 4.6 8.6
CC4 10.000 9.9 0.9
CC5 15.000 14.0 6.9
CC6 20.000 21.5 7.7
MCB 3.000 3.3 10.4
MCM 6.000 5.6 5.9
MCA 12.000 12.0 0.0

Se obtuvo un coeficiente de relacion de 0.996235 y r?=0.992484, lo cual indica que

la curva es lineal.
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6.12. Resultados cuantificacién de Metotrexato en muestra de paciente por
UPLC-MS/MS.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion
del metotrexato en la muestra de un paciente ingresado en el INP después de 2
horas de haber recibido tratamiento con metotrexato.
Los resultados que se obtuvieron con respecto a sangre y plasma corresponden a
un método desarrollado en el INP que corresponde a otros proyectos, sin embargo

se colocaron para realizar la comparacion de los datos.

A los leucocitos se les realizé la extraccion liquido-liquido y posteriormente se

cuantificd el farmaco.

Tabla 25. Resultados muestra de paciente.

Plasma 2 354
Sangre 2 14.3
Leucocitos 2 0.1

Se encontré la mayor concentracion en plasma, posteriormente en sangre y por
ultimo en leucocitos. Se observa de igual manera que en los leucocitos existe una

minima cantidad de metotrexato.
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7. CONCLUSIONES

Se realiz6 el desarrollo de la técnica para la cuantificacion de metotrexato dentro
de leucocitos. Se habia planteado realizar la cuantificacion por medio de HPLC-
UV, sin embargo al obtener niveles no detectables se tuvo que recurrir a un

método mas sensible como es la espectrometria de masas.

La validacidn del método garantiza que los resultados que se obtendran seran
confiables 'y reproducibles dentro de las condiciones especificadas.
Ya que los resultados obtenidos se encontraron dentro de los criterios
establecidos en la NOM-177-SSA1-2013, se puede afirmar que se obtuvo un
meétodo lineal, sensible, preciso y exacto que se encuentra validado dentro del

laboratorio de Farmacologia del Instituto Nacional de Pediatria.
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8. PERSPECTIVAS

El desarrollo de un método analitico que permita cuantificar metotrexato dentro de
los leucocitos por medio de una técnica altamente sensible como es el UPLC-
MS/MS es relevante para el tratamiento de LLA en nifios, ya que conociendo los
niveles de éste farmaco dentro de la célula blanco y relacionandolos con los
polimorfismos de un solo nucleétido se puede obtener una terapia para cada
paciente, en la cual se disminuya el numero de efectos téxicos y aumente la

eficiencia del farmaco.

Otra de las perspectivas es la cuantificacion de los metabolitos poliglutamados del
metotrexato, el MTX-Glu, y MTX-Glus, dentro de los leucocitos, para asi conocer
la concentracion de cada uno de ellos y la cinética de éstos con respecto al

tiempo.
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