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GLOSARIO

Artritis reumatoide (AR): enfermedad articular inflamatoria crénica de naturaleza
autoinmune (caracterizada por la produccion de anticuerpos contra inmunoglobulina G y
proteinas citrulinadas), que de no tratarse oportunamente conduce a dafio articular y una
discapacidad irreversible.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con detector ultravioleta (CLAR-UV):
técnica de separacion de componentes de una mezcla, por la diferente distribucion entre
una fase estacionaria sélida (compuesta por pequefias particulas, contenidas en una
columna) y una fase movil liquida (la cual es bombeada a alta presién). Para hacer posible
una identificacion y cuantificacion de los componentes de la mezcla, el sistema
cromatogréafico se acopla a diferentes detectores (de acuerdo con las propiedades del
analito de interés), siendo frecuente el uso de la espectroscopia ultravioleta como detector.
Extraccion Liquido-Liquido (ELL): tratamiento aplicado a la muestra con la finalidad de
extraer el analito de interés, donde se hace uso la solubilidad del analito en diferentes
solventes.

Metotrexato (MTX): farmaco analogo y antagonista del &cido félico; originalmente
desarrollado como medicamento contra el cancer, pero debido a sus actividades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras se le ha considerado como el farmaco
antirreumatico modificador de la enfermedad de primera eleccién para el tratamiento de la
AR.

Poliglutamatos de metotrexato (MTX-PG): metabolito activo de metotrexato en el
tratamiento de la AR, que se forman tras la adiciéon de 2 a 7 residuos de glutamato por

accion de la enzima folilpoliglutamato sintetasa (FPGS).
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1. RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad croénica, inflamatoria y autoinmune;
gue sin un tratamiento adecuado puede derivar en discapacidad y disminucién de la
esperanza de vida del paciente. El metrotexato (MTX), a dosis <25mg/semana, es el
principal medicamento en el tratamiento del paciente con AR, debido a su efectividad, el
control de efectos adversos (tras su coadministracién con é&cido félico) y su bajo costo.
Aungue su mecanismo de accién no es del todo comprendido; se considera que sus
metabolitos (especies poliglutaminadas de MTX) son los responsables de su accion
antiinflamatoria e inmunosupresora y se ha observado que su acumulacién en eritrocitos es
diferente entre aquellos pacientes que responden a MTX y aquellos que no lo hacen. Estas
observaciones han llevado a considerar que la medicion de los niveles de MTX y sus
metabolitos en eritrocitos permitiria, eventualmente, proporcionar un método para
monitorear la respuesta terapéutica. Sin embargo, hasta ahora los métodos desarrollados
para monitorear las concentraciones de MTX y sus metabolitos en eritrocitos son
sumamente costosos, lo que ha comprometido su aplicacibn en el ambito clinico.
Desafortunadamente no se pudo contar con estandar de las formas poliglutaminadas del
MTX, por lo cual se propuso como objetivo de este proyecto el desarrollar y validar una
metodologia bioanalitica para la cuantificacion sélo del MTX en eritrocitos de pacientes con
AR. En ese sentido, se desarrolld6 un sistema para la detecciéon de MTX por CLAR-UV
empleando como fase mévil citrofosfato pH 6: acetonitrilo, en proporcién 95:5 y como fase
estacionaria una columna Cis con carga de carbono al 18% y un detector UV-longitud de
onda variable a A=302 nm. Para la extraccion de MTX se propuso una extraccion liquido-
liquido por el método de precipitacion de proteinas metanol-cloroformo-agua. El estudio de
validacion indico6 que la cuantificacion de MTX en lisado de eritrocitos no presenta
interferencias enddégenas para MTX. Asi mismo, el método generado permite la
identificacion y diferenciacion inequivoca de MTX y acido félico. Se detect6 una correlacion
lineal entre la concentracion y el area de MTX, lo que permite el empleo de un modelo de
ajuste lineal en un rango de concentracion de 25 a 225 ng/ml. Dado que los criterios de
aceptacion para exactitud se cumplen a concentraciones >50 ng/ml y para precision a
concentraciones >125 ng/ml; el limite de cuantificacion se establecié en 125 ng/ml. De
manera tedrica, se calculd un limite de deteccién en 4.61 ng/ml. Respecto al recobro, éste
fue superior al 65% y se comprob6 una estabilidad a concentracion de 200 ng/ml durante
almacenamiento a -20°C por 30 dias. El andlisis de muestras de sangre de pacientes

detect6 MTX en siete de diez muestras analizadas; sin embargo, los niveles de MTX

13



observados estuvieron entre 14.41 ng/mly 87.17 ng/mly, por lo tanto, por debajo del limite

de cuantificacién de la metodologia desarrollada.
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2. ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic and inflammatory and autoimmune disease;
without a treatment can derived to disability and a decrease in the patient's life expectancy.
Methotrexate (MTX), at doses <25mg/week, is the main drug use for the treatment of
patients with RA, due to its effectiveness, adverse effects control (after co-administration
with folic acid) and its low cost. Although its mechanism of action is not fully understood, its
metabolites (methotrexate polyglutamates) are considered to be responsible for its anti-
inflammatory and immunosuppressive action and its accumulation in erythrocytes has been
observed to be different between those patients who respond to MTX and those who do not.
These observations have led us to consider that the measurement of the levels of MTX and
its metabolites in erythrocytes would eventually provide a method to monitor the therapeutic
response. However, until today the methods developed to monitor concentrations of MTX
and metabolites in erythrocytes are extremely expensive, which has compromised their
application in the clinical practice. Unfortunately, it was not possible to have a standard for
the polyglutaminated forms of MTX, which is why it was proposed as the objective of this
project to develop and validate a bioanalytical methodology for the quantification only of
MTX in erythrocytes of patients with RA. For it we to develop a system for the detection of
MTX by UV-HPLC using 95:5 citrophosphate pH 6: acetonitrile, as mobile phase and, as
stationary phase, a Cis column with 18% carbon load and a UV detector-variable wavelength
at A=302 nm. For the extraction of MTX, a liquid-liquid extraction was proposed by the
methanol-chloroform-water protein precipitation method. The validation study indicated that
the quantification of MTX in erythrocyte lysate does not present endogenous interferences
for MTX. Likewise, the generated method allows the identification and unequivocal
differentiation of MTX and folic acid. A linear correlation was detected between the
concentration and the area of MTX, which allows the use of a linear fit model in a
concentration range of 25 to 225 ng/ml. Given that the acceptance criteria for accuracy are
met at concentrations >50 ng/ml and for precision at concentrations >125 ng/ml; the limit of
quantification was established at 125 ng/ml. Theoretically, a detection limit of 4.61 ng/ml
was calculated. Regarding recovery, it was higher than 65% and stability at a concentration
of 200 ng/ml was verified during storage at -20° C for 30 days. Sample analysis detected
MTX in seven of ten blood samples of RA patient tested; however, the MTX levels observed
(14.41 ng/ml to 87.17 ng/ml) were below the limit of quantification of the developed
methodology.
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3. INTRODUCCION
3.1 Artritis Reumatoide

La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune crénica donde se producen
cambios tisulares en las articulaciones diartroidales con dafio progresivo sobre cartilago y
hueso y que a largo plazo ocasionan afectacion sobre la movilidad del paciente 2.

Se conoce que la AR es una enfermedad heterogénea con presentacion clinica variable,
ya que actualmente se propone la existencia de dos entidades, seropositiva y seronegativa
dependiendo de la presencia o ausencia de autoanticuerpos 3. Ademas, de que las
manifestaciones clinicas difieren de acuerdo con la etapa de desarrollo en que se
encuentre. De manera temprana el paciente presenta dolor articular, sensibilidad, rigidez
matutina y fatiga acompafada de niveles elevados de proteina C reactiva y un incremento
en la velocidad de sedimentacion glomerular. Sin un tratamiento oportuno y efectivo, el dafio
a nivel articular evoluciona causando erosion 6sea, destruccién del cartilago, mala
alineacion de las articulaciones y pérdida del rango del movimiento. Asi mismo comienzan
a aparecer manifestaciones sistémicas, como vasculitis en arterias pequefias o medianas,
gueratoconjuntivitis, aterosclerosis o nodulos. Las afectaciones intra y extraarticulares

condicionan una disminucion en la calidad y esperanza de vida de los paciente reumaticos
1,2

3.1.1 Epidemiologia

En paises occidentales, la prevalencia reportada para individuos caucésicos varia de
0.5 al 1%?; sin embargo, en México se considera que la prevalencia promedio se sitda en
1.6% “. Cabe mencionar que esta prevalencia también se ve modificada por variables como
el sexo, siendo las mujeres afectadas de 2 a 3 veces mas que los hombres; la edad, siendo
detectada mayormente entre la cuarta y sexta década de vida; el lugar de residencia, siendo
mayor en zonas urbanas que rurales, y la etnia, donde se ha reportado que los nativos

americanos tienen una prevalencia del 5 al 6% 5.
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3.1.2 Desarrollo de la enfermedad

Aunque la etiologia aun no esta clara, la hipotesis mas aceptada propone la
presencia de al menos dos eventos. Por un lado, se reconoce el rol de los factores de riesgo
que proporcionan una susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad. Estos factores se han
clasificado en genéticos y ambientales. En materia genética se ha identificado la presencia
de aproximadamente 100 loci que albergan variantes de susceptibilidad, siendo las
principales variantes, la presencia de polimorfismos en el gen que codifica para el antigeno
leucocitario humano tipo Il (alelos HLA-DRB1*1 y HLA-DRB1*4) y en el gen que codifica
para la proteina tirosina fosfatasa no receptor tipo 22 2. A nivel ambiental se han encontrado
como factores predisponentes el tabaquismo, la exposicién a polvos (silice, cemento
pulverizado, asbesto, fibra de vidrio), el desarrollo de infecciones bacterianas o virales y la
obesidad 2.

Por otro lado, se asume que se requiere la presencia de evento desencadenante,
que de alguna manera rompe con la tolerancia inmunolégica y da inicio un proceso
autoinmune!. Dentro de los eventos mas estudiados para modificar la tolerancia, se
encuentran los procesos de modificacién postraduccional de las proteinas (a través de
mecanismos como citrulinaciébn y carbamilacién). Estas proteinas modificadas son
detectadas por las células presentadoras de antigeno y pueden activar a linfocitos T,
iniciando una respuesta inmune adaptativa que podria conducir a desencadenar cambios
tisulares en la membrana sinovial. Dicha respuesta esta caracterizada por 3 elementos: 1)
Hiperproliferacién celular, sobre todo el aumento en el ndmero de sinoviocitos tipo
fibroblastos (formacién de pannus) y nuevos vasos sanguineos. 2) Infiltracion de células
inmunes activadas y productoras de mediadores de inflamacién quimica, como citocinas
(IL-1p, IL-6 y TNF, entre otras), quimiocinas y factores de crecimiento, generando un
microambiente sinovial pro-inflamatorio. 3) Destruccion de cartilago y erosion de hueso (por
activacion y liberacion de metaloproteinasas de matriz, colagenasas y estromelisinas), asi
como activacion de osteoclastos, todo lo cual induce cambios irreversibles en los pacientes.
También se ha observado la formacién de centros germinales de células plasmaticas que
maduran y producen autoanticuerpos dentro mismo de la membrana sinovial (factor
reumatoide, anticuerpos antipéptidos ciclicos citrulinados y anticuerpos anti-carbamilados,
entre otros). En conjunto, todos estos cambios condicionan una continua activacion del

sistema inmune favoreciendo un estado inflamatorio crénico=3.
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3.1.3 Tratamiento

El objetivo esta centrado en la disminucion de la actividad inflamatoria, con miras en
alcanzar una remision clinica (ausencia de signos y sintomas de la enfermedad), que
permita disminuir la progresion del dafio a nivel articular y sistémico 6. De este modo, por
un lado, se han establecido estrategias no farmacolégicas, que incluyen sesiones
fisioterapéuticas, procedimientos quirlrgicos para reemplazar articulaciones afectadas y
asesoramiento sobre estilos de vida. Por otro lado, se encuentran los tratamientos
farmacoldgicos, que engloban tres grupos de medicamentos: antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), glucocorticoides y farmacos antirreumaticos modificadores de la
enfermedad (FARME). Los AINE son empleados como tratamiento sintomético contra el
dolor e inflamacién ya que no aportan ningin beneficio para reducir la progresiéon de la
enfermedad. Por su parte, los glucocorticoides presentan efectos rapidos contra la
enfermedad ya que suprimen inespecificamente la actividad del sistema inmune, sin
embargo, el uso a largo plazo desencadena efectos adversos graves. Finalmente, los
FARME poseen la ventaja de ser Utiles como moduladores de la inflamacién y, a la vez,

disminuir la progresion de la enfermedad 2.

3.1.3.1 Farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad

Actualmente, estos medicamentos se han clasificado en dos tipos: 1) Sintéticos,
correspondiente a moléculas pequefias, a su vez subdivididos en convencionales, cuando
su mecanismo de accibn no es completamente conocido (como metotrexato,
hidroxicloroquina y sulfasalazina) y dirigidos, cuando su blanco son moléculas especificas
desarrolladas para inhibir vias de sefializacion intracelular de células activadas (como pan-
JAK vy los inhibidores JAK1/2) y 2) Biotecnolégicos o bioldgicos, correspondiente a
moléculas disefiadas y producidas por procedimientos biotecnoldgicos cuyo mecanismo de
accion es claramente conocido: la inhibicion especifica de moléculas inflamatorias (como
inhibidores de TNF-a e IL-6) 5.

Considerando la gran cantidad de medicamentos existentes para el tratamiento del
paciente con AR, MTX sigue siendo considerado como el medicamento de primera eleccion
debido a su efectividad contra el avance de la enfermedad, el control de sus eventos

adversos y su bajo costo en comparacion con los FARME bioldgicos™®.
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3.1.3.1.1 Metotrexato

Metotrexato (MTX), (Figura 1a) en un analogo del 4cido folico que fue obtenido en
1947, mediante un disefio racional, por el bioguimico Yellapragada Subbarow, para su uso
en el tratamiento contra el cancer al ser un inhibidor de enzimas dependientes de folato.
Sin embargo, se observé que su empleo a bajas dosis (<25 mg/semana) resultaba eficaz
en padecimientos inflamatorios como la psoriasis o la AR. En el afio 1988 fue aprobado por
la FDA para el tratamiento de AR y desde entonces se ha consolidado como el
medicamento de primera eleccién en este padecimiento debido a su notable efecto para
impedir la progresion de la enfermedad (pérdida de cartilago y erosion de hueso), asi como
su bajo costo ’.

3.1.3.1.1 .1 Farmacodinamia

A pesar de que el MTX es el FARME mayormente recomendado en el tratamiento de la
AR, su mecanismo de accion continda siendo debatido. Actualmente la hip6tesis mas
apoyada para explicar su efecto en el paciente con AR sugiere que este medicamento actla
sobre las células inmunes activadas favoreciendo la sintesis de adenosina. Las altas
concentraciones de adenosina extracelular ocasionan la activacion del receptor para
adenosina de tipo A2A, el cual esta sobre expresado en células inmunes de pacientes con
AR, y ocasiona asi la activacion de cascadas de sefializacion intracelular que conducen a
una respuesta antiinflamatoria. Dependiendo del tipo celular al que se una la adenosina
diferira el efecto, por ejemplo:

- Neutrdfilos: inhibe su adhesién y reclutamiento en sitios de inflamacion.

- Macrofagos: promueve la diferenciacion de las células tipo M1 (proinflamatorio)

hacia el tipo M2 (antiinflamatorio).

- Linfocitos T: inhibe la activacion del receptor de células T, ademas de que su

proliferacién se encuentra disminuida. También se ha observado una disminucion
en la produccion de IFNy y TNFa.

- Fibroblastos: aumenta la produccién de colageno tipo | y II.

Otra hipétesis del mecanismo de accion del MTX sugiere su papel antagénico sobre
dihidrofolato reductasa (enzima clave en sintesis de purinas) y timidilato sintetasa (enzima
implicada en sintesis de pirimidinas). De esta manera, se postula que la inhibicion de la

sintesis de purinas y pirimidinas repercute en la proliferacion celular y, por tanto, el proceso
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inflamatorio articular. Sin embargo, al suplementar &cido folico (tratamiento indicado para
contrarrestar los efectos secundarios en terapia con MTX), no se ha visto reducido el efecto
de MTX; lo que sugiere que la accion sobre estas enzimas parece no ser su mecanismo de

accion principal 78,

3.1.3.1.1 .2 Farmacocinética

Tras su ingesta oral (a dosis <25 mg/semana, consideradas como bajas), el MTX es
absorbido, por transporte activo, en el yeyuno proximal. Las proteinas transportadoras son
saturables, por lo que el aumento de dosis disminuye la velocidad y cantidad de absorcion.
Alcanza una concentracion plasmética maxima entre 1 y 2 horas posteriores a su
administracion. Su biodisponibilidad tiene una variacién interindividual del 60 al 90%. Se
sabe que los alimentos pueden prolongar el tiempo en que se alcanza la concentracion
plasmatica maxima, aunque no interfieren con el grado de absorcion. Asi mismo, en nifios,
se ha observado una mayor biodisponibilidad cuando se administra en ayunas. Se une en
un 50% a proteinas plasmaticas, su volumen de distribucién es de 0.7 a 1.4 L/kg, por lo que
alcanza el compartimiento intracelular de eritrocitos, leucocitos, hepatocitos y células
sinoviales °10.

El MTX principalmente ingresa a la célula a través de la proteina transportadora de
folatos reducida 1 (RFC1); aunque también se ha reportado su ingreso a través de los
receptores a y B-folato, con una contribucion limitada. Una vez dentro, la enzima
folilglutamato sintasa (FPGS) une de 2 a 7 residuos de &cido glutdmico, formando los
metabolitos conocidos como poliglutamatos de metotrexato (MTX-PG, Figura 1b); siendo
éstas las especies quimicas responsable de la actividad como FARME. Para que MTX
pueda salir de la célula, el MTX-PG..; debe ser convertido por la enzima y-glutamil hidrolasa
a MTX "9 (Figura 1c).
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Figura 1. Estructura quimica y metabolismo de MTX. a) Estructura quimica de MTX, con
residuo de acido glutamico indicado por recuadro azul. b) Estructura quimica de
poliglutamato de MTX con 3 residuos de &cido glutdmico (MTX-PG3). c) Esquema del
metabolismo de MTX.
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En un estudio en poblacién neozelandesa, se observé que el tiempo en que MTX-
PG alcanza el estado estacionario en eritrocitos, varia de 6 a 140 semanas conforme
incrementa el nimero de residuos de poliglutamatos; mientras que la vida media de
eliminacion varia de 1 a 4 semanas. Asi mismo reportan una amplia variacion interindividual
en la acumulacién y eliminacién de estas especies L.

Respecto a la concentracion eritrocitaria de MTX y sus metabolitos (MTX-PG), existe
gran variacién en los valores reportados en estudios clinicos (Tabla 1). Dicha variacion esta
influenciada por las diferencias en la poblacion de estudio, los protocolos de administracion
de MTX y los métodos empleados para cuantificar el farmaco y sus metabolitos; lo que
dificulta la comparacién de resultados. Para poder establecer una conclusion respecto al
rango de concentraciones observadas, se optd por unificar las unidades de concentracion
de los niveles de MTX y MTX-PG detectadas, transformando los datos reportados a ng/ml,
de tal modo que el rango de concentraciones observadas se encontr6 entre los 0 y los 50
ng/ml para MTX y de 0-100 ng/ml para los metabolitos.
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Tabla 1. Estudios clinicos con medicién de MTX y MTX-PG.

Referencia |Objetivo Poblacién de estudio |Protocolo de Método de | Niveles de MTX y MTX-PG detectados (media,
(Pais/Género/No. de |administracion cuantificaciéon | rango)
participantes/Criterios |de MTX de MTX Especie Unidades Normalizacion
de clasificacion) quimica originales a ng/ml
Huerta- Farmacocinética |México 7.5-17.5 PM: PP AP MTX-PGz: |0-60 ng/ml 0-60
Garcia, MTX-PGs Mujeres mg/semana UPLC-EM
2021%? 89 pacientes
ACR
Goss, Farmacocinética | Multicéntrico (EUA, |Grupos con dosis |PM: PP AP MTX-PGuy2 |20-40 nM 9-18
201813+ concomitante Europa, Argentina, |estable de 2.5, 5, |HPLC-EM MTX-PGs |0-50 nM 0-23
con Adalimumab | Puerto Rico) 10 y 20 N 5 5
Mixta/395 pacientes mg/semana MTX-PGays | 0-50 M 0-23
ACR-EULAR 2010
Shandu, Evaluar MTX- |India 15 mg/sem (4 |PM: PP AP MTX-PG3s Media: 50 nM/L 0-45.5
20174 PGs como |Mixta sem), incremento 5 |CLAR-FD Rango: 0-100
predictor de |117 pacientes mg hasta llegar a nM/L
efectos ACR 87 25 mg/sem
adversos
Murosaki, |Farmaconinética |Japon Inicio 4-6 mg con |PM: NR MTX-PG1 26.2 (9.8-109.3) | 12 (4.5-50)
201615 y prediccion de |Mixta incremento de 2 |CLAR-FD nM
respuesta 42 pacientes mg hasta 16 MTX-PG2 18.9 (6.3-49.4) | 8.6 (2.8-22.4)
terapéutica ACR-EULAR 2010 mg/semana nM
MTX-PGz | 24.7 (0.0-88.9) nM | 5 (0-40.4)
MTX-PG4 | 0(0.0-27.5) nM 0(0-12.5)
MTX-PGs | 0 (0-11.9) nM 0 (0-5.4)
Dalrymple, |Farmacocinética |Nueva Zelanda Media: 10 |PM: NR MTX-PG1 20-80nM/8*1012 9-36
2008*° (Comparacion Mixta mg/semana CLAR-FD GR
dosis fija vs |10 pacientes Rango: 5-10 MTX-PG2 0-60 nM/8*10%? |0-27
incremento  de |ACR 87 mg/semana GR
dosis) MTX-PGsz 0-70  nM/8*10%2 |0-32
GR
MTX-PG4 0-30 nM/8*10%* |0-13.6
GR
MTX-PGs 0-20 nM/8*10%* |0-9
GR




Tabla 1. Estudios clinicos con medicién de MTX y MTX-PG (Continuacién).

efectos
secundarios

Referencia |Objetivo Poblacién de estudio |Protocolo de |Método de [Niveles de MTX y MTX-PG detectados (media,
(Pais/Género/No.  de |administracion de |cuantificacion |rango)
participantes/Criterios  |MTX de MTX Especie Referencia Objetivo
de clasificacion) quimica

Angelis- Medir MTX-PG |Australia 2.5-37.5 Analisis MTX-PG1 9.76-27.69 mcg/L  |9.76-27.69

Stoforidis, |intracelular y |Mixta mg/semana enzimatico

199916 estudiar relacion |65 pacientes

con eficacia y |ACR

ACR: Colegio Americano de Reumatologia, AP: Acido perclérico, EULAR: Alianza Europea de Reumatologia, NR: No reportado, PM: Preparacion
de la muestra, HPLC-EM: Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn con detector por espectrometria de masas, HPLC-FD: Cromatografia Liquida
de Alta Resolucidn con detector de fluorescencia.
*Se muestran resultados a la dosis de 10 mg MTX/semana.

*Se muestran resultados de la cohorte para evaluacion de farmacocinética.
°Se muestran resultados de protocolo de incremento de dosis
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3.1.3.1.1.3 Efectos adversos

Entre los efectos adversos observados durante el tratamiento con MTX se
encuentran la alopecia, estomatitis y nausea. Asi mismo se puede presentar leucopenia e
inmunosupresién, que desaparece con la suspension en su administracion y disminuye tras
la administraciéon concomitante de &cido folico. También se ha observado dafio hepatico e
incremento de neumonitis. Debido a lo anterior, se recomienda el control de parametros

hematolégicos, hepaticos, renales y pulmonares durante su uso °.

3.1.3.1.1.4 Adherencia terapéutica

La adherencia terapéutica esta definida como el grado en que el comportamiento de
una persona (tomar medicamento, seguir un régimen alimentario y ejecutar cambios en el
modo de vida), se corresponde con las recomendaciones acordades de un prestador de
asistencia sanitaria. Una deficiencia de este comportamiento conlleva al empeoramiento en
la salud del paciente, asi como a la subutilizaciéon de recursos de tratamiento!’. Respecto
al uso de FARME en AR se ha evaluado la adherencia terapéutica fundamentalmente a
través de métodos indirectos como la entrevista clinica ¥1° o el uso de dispositivos
electronicos 2°. Entre las limitaciones de estas técnicas se ha reportado un sesgo, al ser el
propio paciente quien informa sobre su apego al tratamiento, lo que podria implicar una
sobreestimacioén de la adherencia terapéutica. En estas evaluaciones, se ha observado que
las estimaciones de la adherencia varian entre diferentes estudios y en diferentes regiones
del mundo, oscilando entre un 60 y 75% de adherencia 20,

Por otra parte, en la evaluacién de la adherencia a través de métodos directos, se
han cuantificado concentraciones de MTX y 7-OH-MTX en plasma 2!. Sin embargo, esto
presenta como inconvenientes que MTX sélo esta presente en plasma por 24 h, por lo que
el método no permite evaluar consumos a largo plazo y que 7-OH-MTX no es un metabolito
generado en tratamientos inmunosupresores (cuando MTX es administrado a bajas dosis,

<25 mg/semana).

3.1.3.1.1.5 Propiedades fisicoquimicas

El MTX es un polvo cristalino inodoro de color amarillo a marrén-anaranjado. Es
insoluble en agua, alcohol, cloroformo y éter; ligeramente soluble en acido clorhidrico diluido

y soluble en disoluciones de hidroxidos alcalinos y carbonatos. Su peso molecular es de



454.4 g/mol #. Se ha propuesto que la disociacion de MTX en solucién acuosa ocurre en
tres pasos: pérdida del protdn del grupo a-carboxilato (pKa; 2.91), pérdida del protdn del
grupo y-carboxilato (pKaz 4.64) y pérdida del proton del &tomo N1 del anillo de pteridina
(pKaz 6.57), la cual se encuentra esquematizada en la Figura 2 (los valores de pKa
reportados fueron obtenidos mediante el método de titulacion potenciométrica)?®. Cabe
mencionar que existe una variacion entre los valores de pKa existentes en la literatura,
sobre todo para los reportados en el anillo de pteridina donde existen publicaciones que
refieren valores de pKa de 5.5 ?* y de 8.8-9.2?2, Hasta ahora, la causa de estas variaciones
ha sido explicada por los procedimientos empleados para la determinacion de estos valores
(se ha utilizado cromatografia liquida, titulaciones potenciométricas 0 programas

computacionales)?, asi como la temperatura en la que fueron determinadas?.
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Figura 2. Esquema de disociacion de metotrexato (Tomado de 23).

Meloun y colaboradores, reportaron la absortividad molar obtenida a diferentes
longitudes de onda (260, 313, 325, 340y 375 nm) para los diferentes estados de disociacion
de la molécula de MTX, los cuales se muestran en la tabla 2; sin embargo, no especifican

la concentracion ni temperatura a la cual realizan su analisis.

Tabla 2. Absortividad molar (¢, M cm™) de MTX y sus especies ionizadas

A (nm) 260 313 325 340 375
Especie

eL 0.738 0.649 0.351 0.164 0.238
eLH 0.320 0.685 0.470 0.336 0.065
eLH; 0.255 0.705 0.501 0.364 0.040
€LHs 0.236 0.742 0.546 0.379 0.040
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3.1.4 Monitoreo terapéutico en pacientes con AR

A pesar del gran ndmero de medicamentos existentes para el tratamiento de
pacientes con AR, existe una proporcion de pacientes que no responden adecuadamente
al tratamiento, lo que los lleva a cambiar el medicamento. Dentro de las estrategias
empleadas en la toma de decisiones se ha discutido el uso de la monitorizacion terapéutica
de farmacos, donde la mayoria de los estudios se han enfocado en los FARME bioldgicos,
a pesar de ello tampoco se ha logrado su implementacién en la practica clinica®.

En el caso de MTX durante la década pasada existié una controversia respecto a la
asociacion de las concentraciones de MTX y sus metabolitos poliglutaminados con la
actividad de la enfermedad?®?’, sin embargo actualmente se acepta que son los metabolitos
los responsables de la actividad farmacolégica en la AR’. Es por ello por lo que la
investigacion se ha centrado en la generacibn de métodos bioanaliticos para la
cuantificacion de las concentraciones intracelulares de MTX-PGiy en eritrocitos,
caracterizar su farmacocinética y evaluar su posible utilizacién como un predictor de la

respuesta terapéutical® o de la presencia de efectos adversos!* (Tabla 1).
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3.2 Cromatografia Liquida De Alta Resolucién (CLAR)

La CLAR es una técnica analitica de separacion fisica utilizada en el andlisis de
productos farmaceéuticos, biomoléculas, polimeros y compuestos organicos e iénicos. En
esta técnica una muestra se separa en sus constituyentes (analitos), distribuyéndolos
(mediante particién, adsorcion u otras interacciones) entre la fase movil (un solvente o
mezcla de solventes liquidos que fluyen impulsado por una bomba) y una fase estacionaria
sélida (adsorbentes empaquetados dentro de una columna). Una vez separados los
compuestos son detectados emitiendo una sefial electrénica correspondiente a la cantidad
de analito presente, la cual se registra como pico en un grafico llamado cromatograma
(Figura 3)%.
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Figura 3. Esquema representativo de un cromatégrafo de liquidos (Tomado de 28).

3.2.1 Componentes principales

Fase estacionaria

Representada por una columna cromatogréfica, de la cual existe una gran variedad
de opciones, debido a las modificaciones que cada fabricante realiza a los materiales del
empague. Las propiedades de las distintas columnas cromatogréficas se ven afectadas por
las diferencias en su estructura quimica y sus propiedades fisicoquimicas, como el tipo de
medio (monolitico, poroso o no poroso), la geometria (area del lecho, diametro y volumen

de poro, tamafio de particula y forma), propiedades quimicas del lecho (tipo de ligandos
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unidos y su densidad) y composicion del portador de la fase estacionaria (silice, polimeros
o carbono). El material de relleno de la columna cromatogréafica suele ser un portador de la
fase estacionaria inmovilizada real?®.Otra de las caracteristicas que varia entre columnas
es la carga de carbono, la cual mide la cantidad de material organico que se ha adherido

quimicamente a la superficie de la silice en la columna®.
Fase movil

La naturaleza de la fase mévil dependera del mecanismo de separacion (aunque
generalmente consta de disolventes organicos solos o en combinacién con agua o
soluciones amortiguadoras en concentraciones de 10- 50 mM) y su composicién afectara
la resolucion, selectividad y eficiencia de la separacion. Otro factor a considerar es el tipo
de separacidn: isocrética (cuando la composicion de la fase movil se mantiene constante)

o en gradiente (la composicion de la fase cambia a lo largo del tiempo)3.
Detector

Es la parte del equipo cromatografico que permite ubicar en tiempo la posicion de
cada componente de una muestra a su salida de la columna cromatografica. De manera

general, deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

- Tener amplio rango dinAmico de respuesta (rango de concentraciones de una
sustancia, en la que un cambio en la concentracién produce un cambio en la sefal).

- No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar (pérdida de eficiencia no
adjudicable a la columna, sino a la construccion del equipo cromatografico).

- Responder a todos los solutos analizados.

- Tener la sensibilidad apropiada.

- No afectarse por cambios de temperatura.

- Poseer buena relaciéon sefial/ruido.

Entre la diversidad de detectores, el ultravioleta presenta como ventajas la deteccion
de analitos en el orden de los nanogramos, ademas de no ser destructivo con las muestras
y ser poco sensible a los cambios de temperatura. Entre las variantes de este tipo de
detector se encuentran: de onda fija (opera a una longitud de onda predeterminada,
generalmente 254 nm), de onda variable (al tener una red de difraccion permite seleccionar
libremente la longitud de onda de trabajo) y arreglo de fotodiodos (el sistema éptico permite

la lectura de absorcion de todo el espectro UV en tiempo real)®2.
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3.2.2 Mecanismos de interaccién

Existen diversas interacciones que se dan entre la columna y la muestra (Figura 4)
gue pueden afectar la selectividad del analisis, como son interacciones intermoleculares
electrostaticas (enlace de hidrogeno, interacciones dipolo-dipolo, ion-dipolo e ion-ion),

interacciones -1, e interaccion hidrofébica?®.

N v y

C o0

- o] 1 -
LD 9e0° f :
(0] I 1
o ! H
°o o o o
o o] o o o o o o X o]
dispersion hydrophobic interaction hydrogen bond hydrogen bond
& &4
Q Y ) Q
B 5\
@ . H X H— \
: ' ( Gt ?
: e
0 o o "o o o) 0 o
ion-ion interaction ion-dipole interaction dipole-dipole interaction m-r interaction

Figura 4. Interacciones moleculares entre columna y soluto en CLAR. B: grupo aceptor de
enlace de hidrégeno en soluto; BH*: grupo de soluto protonado; X: grupo aceptor de enlace
de hidrégeno en la fase estacionaria; R: grupo alquilo; figuras de color: moléculas de soluto;
circulos verdes: moléculas de agua). Tomado de .

3.2.3 Modos de separacion de CLAR

Una de las caracteristicas que permite la separacion de una diversidad de
componentes en las mezclas, es la variedad de mecanismos de separacion existentes,
siendo los cuatro principales: cromatografia en fase normal, cromatografia en fase reversa
(FR), cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de exclusion por tamafio (Dong,
2019). Dado que para el proyecto se propuso una cromatografia en FR, sélo se desarrollara

un apartado dedicado a este mecanismo de separacion.
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Figura 5. Esquema representativo de la separacion en fase reversa.

La separacion se basa en los coeficientes de distribucion de un analito entre una
fase estacionaria no polar (como los grupos enlazados octadecilo, C18, en un soporte de
silice) y una fase movil polar (generalmente de metanol, acetonitrilo y sus respectivas
mezclas con agua). Dadas estas propiedades, los analitos con mayor polaridad eluyen
primero; mientras que los analitos no polares eluyen mas tarde, al interactuar mas
fuertemente con los grupos hidrofébicos C18 que forman una capa "similar a un liquido"
alrededor del soporte sélido de silice 28 (Figura 5).

Aunque dentro de la columna cromatogréfica pueden darse diferentes mecanismos
de interaccién entre la muestra y las fases, el mecanismo de separacion principal en la
CLAR-FR, se atribuye principalmente a la interaccion hidrofébica, que se refiere a las
fuerzas cohesivas relativamente fuertes entre las propias moléculas polares del solvente y
los analitos hidratados y su interaccién con la fase estacionaria no polar. CLAR-FR es
adecuada para el andlisis de analitos polares (solubles en agua), de polaridad media y

algunos no polares, asi como de analitos ionizables e i6nicos, incluso simultaneamente?®2°,

3.2.4 Andlisis cuantitativo por CLAR

Existen cuatro métodos para determinar la concentracion de un analito en la muestra:

a) Normalizacion interna. Se reporta la concentracién de un analito como porcentaje
respecto a la suma total de las areas de todos los picos del cromatograma.

b) Estandar adicionado. Se analizan dos muestras, la real y otra preparada con un
estandar de referencia a concentracion conocida. Para calcular el porcentaje de

muestra presente se aplica la ecuacion.
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c) Estadndar externo. Consiste en la preparacion de estandares de referencia en
concentracion semejante al analito en la muestra y el andlisis bajo las mismas
condiciones operativas de estandares y muestras. La concentracién del analito se
determina por la comparacion del pico en cuestion con el area correspondiente al
estandar de referencia.

d) Estandar Interno (El). Se aplican cantidades iguales de una sustancia denominada
estandar interno, tanto a la muestra de estudio como a una muestra simulada (matriz
con estandar de referencia del analito de interés). La concentraciéon del analito en la
muestra se calcula con base en la relacion de areas de analito y El entre la muestra

de estudio y la muestra simulada.

Método del estandar interno

Este método requiere el uso de sustancias de referencia, por lo que su exactitud
dependera de la pureza de estos. En el caso del El, la pureza no debe estar tan controlada,
pero debe cumplir con los siguientes requisitos:

- No debe estar presente en la muestra
- Debe ser estable y quimicamente inerte
- Debe resolverse completamente (R<1.5)

- Responder en forma semejante al analito con el detector seleccionado.

Dentro de sus ventajas se encuentran la compensacién a los errores de inyeccion,
dilucion, extraccion y derivatizacion; dado que utilizan relacién de areas para calcular la
concentracion de los analitos. A pesar de ello su utilizacién sigue siendo controversial y

requiere analizarse dependiendo de las particularidades del analisis®.
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3.3 Desarrollo y validacion de métodos por CLAR

En el area de la industria farmacéutica, el objetivo de desarrollar un método por

CLAR es cuantificar por separado el farmaco activo principal, las impurezas o intermediarios

sintéticos de la reaccion para su obtencién, asi como sus productos de degradacion. Por lo

que se conocen, como pasos involucrados en el desarrollo del método:

1.

Comprender las propiedades fisicoquimicas de la molécula de farmaco, tales como
polaridad, solubilidad, pH, pKa, LogP, PM. Esto permite seleccionar los diluyentes
del analito, asi como decidir el solvente y la composicion de la fase mavil, con la
intencion de modular las interacciones entre el analito y las fases.

Configurar las condiciones de CLAR. Como son la seleccién de caracteristicas de
la fase mévil (empleo de solucién amortiguadora y su concentracién, separaciéon
isocrética o en gradiente), de la columna (matriz de soporte, tamafio de particula),
el detector.

Preparar la solucion de muestra para el método desarrollo. El principio activo
analizado debe estar en solucion, la cual debe ser estable. Asi mismo se evalla la
filtracion empleando filtros de jeringa con tamafos de poro entre 0,22 0 0,45 pm.
Optimizar el método analitico. Se analizan las condiciones experimentales
adecuadas para obtener separaciones y sensibilidad deseadas. Esto se logra
mediante un examen planificado/sistémico de pardmetros que incluyen el pH, los
componentes y la relacion de la fase movil, el gradiente, el caudal, la temperatura,
las cantidades de muestra, el volumen de inyeccién y el tipo de solvente de los
diluyentes.

Validar el método. De acuerdo con las guias de validaciéon previamente

establecidas®.

Sin embargo, el desarrollo de métodos bioanaliticos presenta algunas diferencias.

Para comenzar los métodos bioanaliticos son ensayos que permiten identificar y cuantificar

farmacos, metabolitos, proteinas terapéuticas y biomarcadores en matrices biolégicas como

sangre, suero, plasma, saliva, orina, cabello y tejidos como la piel. A diferencia de los

métodos analiticos, en los métodos bioanaliticos, también se busca evaluar la influencia de

los pasos de recoleccion, manipulacion, envio, almacenamiento y preparacion de la

muestra 33, Es por ello, por lo que el problema principal en el desarrollo de métodos

bioanaliticos es la matriz altamente compleja en la que residen los analitos; siendo de suma
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importancia considerar el proceso de preparacion de la muestra, que implica la extraccion

del analito de la matriz biol6gica®.

Asi mismo, en 2016, Hendricks opin6 que “El desarrollo de un método bioanalitico a
menudo se basa en métodos no estructurales de prueba y error. La calidad y el rendimiento
de dicho método dependen en gran medida de las habilidades tedricas, las experiencias y
las preferencias del desarrollador, mientras que no hay duda de que un enfoque estructural
conduce a una forma mas eficiente y rastreable de desarrollo de métodos”. En un intento
por secuenciar el procedimiento para optimizar el desarrollo de métodos bioanaliticos
propone “comenzar con el ajuste de la configuracién del detector, seguido del desarrollo de
un sistema cromatografico que sea capaz de separar los analitos en un tiempo de ejecucion
lo mas breve posible. Los primeros intentos de preparaciéon de muestras pueden conducir
a extractos que contienen muchas interferencias. El ajuste secuencial de la cromatografia
y el método de preparacion de la muestra finalmente conducen a un método satisfactorio
(Figura 6)%.
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Figura 6. Representacion esquematica del proceso de desarrollo de un método analitico.
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En adicién, Hooshfar y Barlett (2016) mencionan que la naturaleza compleja de las

matrices bioldgicas genera peligros biolégicos, quimicos y fisicos potenciales que pueden

influir en la calidad de los datos producidos por estos métodos; por lo que recomiendan

realizar un analisis que permita la identificacion de peligros potenciales, como un paso en

el desarrollo del método. Dicho andlisis debe considerar:

1. Fuentes de error humano. Para generar datos confiables es indispensable la

capacitacion y entrenamiento en manejo de equipo y software, conocimiento en
mantenimiento y solucién de problemas, asi como uso de procedimientos operativos
estandarizados.

Error instrumental. Es importante el uso de instrumentos y equipos calificados, asi
como de evaluar la idoneidad del sistema.

Contaminacion. Definida como picos adicionales que aparecen en blancos,
estandares de calibracion, controles de calidad y muestras reales. La contaminacion
puede ocurrir en diferentes pasos del procesamiento de muestras: dosificacion,
recoleccién, almacenamiento y preparacion de la fase mévil, tales como: dilucién,
elucién, evaporacion, mezcla de solventes organicos y transferencia de
sobrenadante. Las salpicaduras, la mezcla, los derrames, los aerosoles y los goteos
durante los pasos de transferencia de liquidos han sido reportados como las
principales fuentes de contaminacion.

Resultados inesperados durante la validacién del método debido a acarreamiento,
pérdida de rendimiento de la columna, inestabilidad durante la preparacion de la
muestra, variabilidad del recobro del estandar interno.

Fallos durante analisis de muestras clinicas y preclinicas debido a inestabilidad
fisicoquimica del analito y sus metabolitos durante la recoleccion y el
almacenamiento, falta de homogeneidad de la muestra, variabilidad en las matrices

biologicas y falta de optimizacion y reproducibilidad en el método validado.

El objetivo de desarrollar un método bioanalitico es definir el disefio, condiciones

operativas, limitaciones y conveniencia del método para su propdsito previsto; es por ello

por lo que en esta etapa se busca optimizar procedimientos y condiciones involucradas con

la extraccion y deteccion del analito. Mientras que, en la etapa de validacion, se busca

demostrar que el método optimizado es adecuado para el andlisis de las muestras de

estudio 3.
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Los principales campos de aplicacion de los métodos bioanaliticos se dan en la
industria farmacéutica, al desarrollar nuevos farmacos o en estudios comparativos de
biodisponibilidad/bioequivalencia, y en los hospitales, con la finalidad de optimizar los
tratamientos farmacolédgicos 3. El campo de la industria farmacéutica ha tenido un mayor
desarrollo, impulsado principalmente por la FDA, siendo esta agencia la primera en emitir
una guia para la validacién bioanalitica en 2001 6. En la actualidad Unicamente
organizaciones de cuatro paises han publicado recomendaciones en materia de validacion
de métodos bioanaliticos: la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), en Brasil
durante el afio 2003, con enmiendas en 2012%; la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA), con propuestas desde el 2008 y publicacién de una guia oficial en 20113%%; el
Ministerio de Salud y Bienestar Laboral de Japén, en 2013% y la Administraciéon de
Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés), con su versién actualizada en
el afio 2018 *34°, Asi mismo se conoce que la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH) trabaj6é en un borrador que fue distribuido a las autoridades reguladoras de las
regiones ICH para su consulta con fecha limite para el envio de comentarios al 1 de
septiembre de 2019%.

Cabe mencionar que en el ambito nacional no se cuenta con ninguna guia de
validacién de métodos bioanaliticos, siendo la NOM-177-SSA1-2013, "Que establece las
pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.
Requisitos a que deben sujetarse los Terceros Autorizados que realicen las pruebas de
intercambiabilidad. Requisitos para realizar los estudios de biocomparabilidad. Requisitos
a que deben sujetarse los Terceros Autorizados, Centros de Investigacion o Instituciones
Hospitalarias que realicen las pruebas de biocomparabilidad", el documento regulatorio mas
cercano con el que se cuenta para la validacion de métodos analiticos que seran empleados
en el andlisis de muestras bioldgicas. En lo que respecta a la validacion de métodos
bioanaliticos en el campo hospitalario, no se han encontrado documentos que regulen esta
actividad*?.

Por otra parte, Hopfgartner®* refiere que los métodos bioanaliticos desarrollados en
los laboratorios de investigacion académica, pueden variar respecto a los propuestos para
analisis a nivel industrial; y también menciona casos donde a pesar de contar con un método
bioanalitico completamente validado, su aplicacion en muestras reales puede fallar. Como
ejemplo de ello se menciona el estudio de Matuszewski y colaboradores, quienes, en 1998,
desarrollaron una metodologia para la cuantificacibn en orina de una nueva molécula

antagonista del receptor de oxitocina. En su estudio de validacion analizaron blancos de
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orina de 300 individuos sin detectar interferencias para el estandar interno; sin embargo
cuando analizaron las muestras de personas que habian tenido la administracion de una
dosis de medicamento observaron la interferencia de siete metabolitos en el tiempo de
retencion del estandar interno®.

Aunque en la actualidad se trabaja para lograr un mayor consenso entre los
parametros de desempefio con la finalidad de obtener resultados mas confiables, ain se
requiere una mayor uniformidad en la validacibn de métodos bioanaliticos tanto en la

industria como en el ambito clinico.
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4., ANTECEDENTES
4.1 Métodos de cuantificaciéon de MTX

Aunque se espera que los MTX-PG2; ejerzan sus efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores sobre leucocitos y sinoviocitos tipo fibroblastos, se considera que la
determinacién de los niveles del farmaco en eritrocitos representa la alternativa mas
adecuada para el monitoreo terapéutico?’#4. Esto se debe, por un lado, a la abundancia y
facilidad para obtener una muestra de eritrocitos!®4° . Por otro lado, a pesar de que se ha
demostrado la acumulaciéon intracelular de MTX-PG,7 en eritrocitos, células
polimorfonucleares (PMN) y células mononucleares (CMN); s6lo se han detectado
diferencias significativas en la concentracion intracelular de estos metabolitos para
eritrocitos y células PMN entre pacientes con AR que responden a la terapia con MTX y
aguellos que no lo hacen, siendo la concentracion detectada en eritrocitos la que presenta
valores mas elevados.

En ese sentido se han desarrollado diversas metodologias para la cuantificacion de
MTX en eritrocitos de pacientes con enfermedades inflamatorias, las cuales se muestran
en la Tabla 3. Como se aprecia en ella, existe una variacién en los analitos medidos, el
pretratamiento de la muestra, las condiciones cromatograficas y los parametros empleados
para demostrar que el método desarrollado es adecuado para el analisis de muestras
biol6gicas. Es por ello, que a continuacién se destina un apartado para describir brevemente

los principales hallazgos.

4.1.1 Pretratamiento de la muestra

Como se aprecia en la Tabla 3 para la obtencion de los eritrocitos a partir de la
muestra de sangre venosa se emplea un tubo con anticoagulante (EDTA o heparina) y
mediante un proceso de centrifugado se separa el plasma. Posteriormente, se recurre a un
lavado (con solucion salina fisiol6gica o diversas soluciones amortiguadoras) y el paquete
celular es almacenado en congelacion a -70° y -80°C. Cuando se emplea sangre total, el
pretratamiento consiste en un proceso de conversion de MTX-PG a MTX por adicion de y-
glutamil hidrolasa y, en realidad, se cuantifica MTX como indicador de la cantidad de MTX-
PG total.
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Tabla 3. Metodologias para la cuantificacion de MTX y MTX-PG en sangre.

agua, ELL (AP frio).

B: ACN

R . Muestra: Método de | Fase . Recobro | Guia de
ef. | Enf. | Analitos . - . : Fase movil Detector : -
Pretratamiento separacion | estacionaria (%) validacién
MTX Eritrocitos: Extraccion Gradiente 106
MTX-PG i . 99
MTX—PGz E)IIEaDsInAg S?g\?ésgloncg(; )éli’gd‘gl%xﬁ%g Ar:n ﬁﬁetig)nsﬂe Espectrometro | 99
® | AJl | MTX-PG: | SSF, almacenamiento =CLAR(FR) | - (2'5 ma Z.u:tago o o | de masas | 101 FDA, 2018
MTX-PGs | (-80°C), hemdlisis al Ny 110 oon NH gH (ESI) 84
MTX-PGs | descongelar, ELL (AP B: Metanol4 101
MTX-PG7 | al 70%). ' 98
Eritrocitos: Extrgf:cién Accucore Isocratica
gfg;’og separacion de Pentafluorofe | Acido férmico | Espectrometro
47 AR | MTX-PGs A CLAR (FR) nil propilo (2.1 | (0.1%), TEA | de masas | >80% NR
almacenamiento (- x 50 mm, 2.6 | (0.01%)  y | (ESI)
80°C), hemodlisis con m) e ACN
agua, ELL (AP al 70%). H :
Gradiente
A 10 mM
NH,HCO;
Eritrocitos: Extraccion, 5 mM DMHA
MTX separacién de plasma, Atlantis dc18 | en agua (pH Espectrometro
3 AR PG lavado con SSF, | CLAR (FR) (1x50 mm, 3 | 7.4 Acido | de masas | NR FDA, 2001
v hemdlisis acuosa+ ELL um) férmico) (ESI)
(AP al 70%). B: 5 mM de
DMHA + Acido
férmico al
0.1% en ACN
MTX Eritrocitos: Extraccion Gradiente Fluorometria 50
MTX-PGz | (EDTA), separacion de Thermo C18 A: Ac_etato de (Excitacion: 85
14 AR MTX-PGz | plasma, lavado con |~ AR (FR) 250 x 4.6 amonio 10 mM 574 nm. y 80 NR
MTX-PG, | PBS, almacepfar_mento mm, 5 um) ’ + 2 % H202 Emision: 470 80
MTX-PGs (-80°C), hemodlisis con (30% en agua) nm) 68
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Tabla 3. Metodologias para la cuantificacién de MTX-PG en sangre (Continuacion).

5mM

R . Muestra: Método de | Fase . Recobro | Guia de
ef. | Enf. | Analitos . L2 . : Fase movil Detector . -
Pretratamiento separacion | estacionaria (%) validacién
Eritrocitos:  Extraccion Waters Gradiente:
EDTA), separacion de Acquit y ,
MTX-PG E)Iasma? P UPqLCy BEH A: NH,HCO3; (10 | Espectrometro
E AR o UPLC (FR) mM, pH 10 | de masas | 98-100 FDA, 2001
15 almacenamiento (- C18 (2.1x NaOH 25%) (ES))
80°C), ELL (AP al 16% 100 mm, 1.7 B: Metanolo
en frio por 30 min) um) a 35 °C )
. L Isocratica:
Sangre total: Conversion 30: 70 ACN (1%
de MTX-PG a MTX XB-C18 . - | Espectrémetro
MTX p Acido formico)
49 AR y (Acido ascérbico a 37°C | CLAR (FR) | (2.1x 100 7| de masas | 29.3-37.8 | FDA
MTX-PG 20 mM solucién
por 3 h + GGH), PP mm, 3 pym) formato de (ESI)
(TCA) y ELL (AAE). )
amonio
Eritrocitos:  Extraccion LiChroCART | Gradiente Fg;?oxé%?ssgga
(EDTA), separacién de ® 250-4 | A: Acetato de ?UV)—
50 AR MTX-PG plasma, Iavac!o_ con sol. CLAR (FR) LiChrospher | amonio 10 mM Fluorometria NR NR
25 Hank, hemodlisis con ® (pH 6.5) + 2 % (Excitacion:27
agua, PP por cambio de 100 RP-18 (5 | H202 (30% en anm Emiéién'
temperatura. pm) agua) y B: ACN 470n)r/n) ’
MTX L L Gradiente 511
MTXCFGs | Svoctos: Eimnactn s | A Nrico, 10
MTX-PG ' 5 70.2
o 3 con SSF, UPLC BEH mM+5 mM | Espectrometro
AJl MTX-PG4 . UPLC (FR) DMHpA (pH 7.5 | de masas | 68.4 NR
MTX-PG almacenamiento (- C18 (2.1x Ac. carbonico) (ESI) 701
35 | 70°C), PP por cambio de 100 mm, 1.7 | y :
MTX-PGs B: ACN + 70.1
temperatura pum)
MTX-PGy DMHpA 5 mM 69.8
Gradiente:
Eritrocitos: Lavado, Phenomenex | A: NH,HCO3; 10
almacenamiento (- Sinergy mM + 5 mM | Espectrémetro
o2 AJl MTX 70°C), hemdlisis con | CLAR (FR) | Hydro-RP LC | DMHA (pH 7.5 | de masas | 31.2 NR
agua, PP (AP al 70%) + (50x1 mm, 4 | Ac. férmico) (ESI)
EFS (Oasis HLB). pum) B: ACN + DMHA

40




Tabla 3. Metodologias para la cuantificacién de MTX-PG en sangre (Continuacion).

Ref. | Enf. | Analitos Muestra: Método de | Fase Fase movil Detector Recob | Guia de
' ) Pretratamiento separacion | estacionaria ro (%) | validacion
Eritrocitos:  Extraccion Isocratica:
éleg?:snrﬁl{ |ai2%%?282 ff(;g\m' S Acetato de | Fluorometria
s Ay | MTXPG | pps aimacenamiento (- | CLAR (FR) | (150x4.6 EOFEnlE SO N (SWECEN 0S| ek g gaay
totales o iy pH 55: ACN: | nm y Emision | 72.8
80°C). Conversion a mm, 5 pm) H,0 463nm)
MTX (GGH+ME) + PP 30°C (8295,110,0 25)
(TCA al 40% y AA). T
Gradiente
Eritrocitos:  Extraccion Columna A: Fosfato de | Fluorometria
MTX-PG:- | (EDTA), lavado con Luna C18 | sodio 0.01 M pH | (Excitacion:274n
54
El 5 SSF, hemodlisis con CLAR (FR) (250x4.6 6.5+ACN(5%)+ |m y Emision: NR FDA, 2001
agua, ELL (AP 70%). mm, 5 um) 0.2 % H202 470nm)
B: ACN
Sangre total: Sin
MTX pretratamiento+ PP Zorbax 943
gj?sltoarr:)?r?étano) 2= Stable Bond | Isocratica: ACN: | Fluorometria
= AR Sangre total: Conversion | CLAR (FR) SB-C18 Acetato de | (Excitacion:367 NR
a M'QI]'X (Acido ascorbico (150x4.6 amonio 50 mM | nm y Emision 463
MTX-PG | 4 37°C por 2 h + GGH+ O e | (e i) 89.3
totales NaOH), PP (metanol),
ELL (diclorometano)
MTX - » 66
MTX-PG, | Eritrocitos:  Extraccion - 66
. (EDTA), separacién de Celmna G'radlente Fluorometria
MTX-PGs Terra  MS | A: Acetato de L 65
56 plasma, 2 lavados con e (Excitacion:
AR | MTX-PG4 ; CLAR (FR) | C18 (25 cm | amonio 10 mM/L ... | 66 NR
SSF, almacenamiento a X4.6 mm, 5 (pH 6.5) + 2 ml 274nm y Emision:
MTX-PGs | 70°C+ Hemolisis con m') ' I-F|)0 .B' ACN 470nm) 79
MTX-PGs | agua, PP (AP al 70%) H 202y B 80
MTX-PG7 60

AA: Acido acéticoAR: Artritis Reumatoide, AJl: Artritis juvenil idiopatica, AAE: Acetoacetato de etilo, AP: Acido Perclérico, CLAR: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, DMHA:
Dimetil hexilamina, DMHpA: Dimetil Heptilamina, EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, EFS: extraccion en fase sélida, Ell: Enfermedades Inflamatorias Intestinales, ELL: Extraccion
liquido-liquido, ESI: lonizacién por electrospray, FR: Fase reversa, GGH: y-glutamil hidrolasa, mM: milimolar, ME: Mercaptoetanol, NR: No reportado, TEA: trietanolamina, TCA: Acido
tricloroacético, SSF: Solucion salina fisiolégica. PP: precipitacion de proteinas. NH,OH: Hidréxido de amonio, NH,HCO;: bicarbonato de amonio.
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4.1.2 Métodos de extraccion de MTX

Con respecto al método de extraccion, un paso determinante es la precipitacién de
proteinas, ya sea sola o en combinacién con extraccion liquido-liquido y con extraccion en
fase sélida. Para la precipitacién de proteinas se emplean acidos fuertes (perclérico o
tricloroacético), solventes organicos (metanol) o un cambio brusco de temperatura, seguido
de una répida centrifugacion para separar el sobrenadante (que contiene el analito de
interés) del pellet de proteinas. Se sabe que el emplear la precipitacion de proteinas es una
técnica es rapida, sencilla y barata para reducir las interferencias de matriz; sin embargo,
presenta como inconvenientes la extraccion conjunta de componentes lipidicos que pueden
acumularse en la columna aumentando la presién y disminuyendo la eficacia de separacion.
Como solucion a ello se ha propuesto el uso de una precolumna o la realizacion de una
limpieza adicional de la muestra mediante una extraccion liquido-liquido o una extraccion
en fase solida 578,

En la extraccion liquido-liquido se emplea el sobrenadante obtenido de la
precipitacién de proteinas, al que se le adiciona un solvente organico que disuelve los
lipidos, por lo que la parte acuosa es la que se recupera para su analisis cromatografico '~
59.

La extraccion en fase sélida es empleada en un estudio realizado por van Haandel
en 2009, donde utilizan un cartucho Oasis HLB. Aqui la obtencion de los MTX-PG se da a
través de un proceso de 5 pasos (activacion del cartucho con metanol, adicion de acido
férmico para acidificar pH, carga de la muestra, lavado del cartucho con solucién
amortiguadora y elucién de analitos con metanol/NH,0H), mas la evaporacion de los
solventes con nitrégeno y bafio de agua a 40°C y la re-suspension en fase movil. van
Haandel, ademas, reporté la utilidad de la extraccion en fase soélida respecto a las
metodologias de extraccion anteriores, que empleaban precipitacion de proteinas con acido
perclérico, debido a que estas Ultimas daban como resultado muestras diluidas con alta
fuerza idnica, las cuales eran incompatibles con la deteccidon por espectrometria de masas
2, Sin embargo, a pesar de ser una técnica que permite la concentracién de los analitos

incrementando selectividad y sensibilidad, se considera que es un proceso costoso.
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4.1.3 Condiciones cromatograficas

Como se observa en la Tabla 3, el método empleado para separar MTX de sus
metabolitos poliglutaminados ha sido la Cromatografia Liquida en Alta Resolucién (CLAR)
mediante fase reversa (FR). Es por ello por lo que se puede apreciar como la mayoria de
los estudios emplean una columna Cis, como fase estacionaria; y como fase movil hacen
uso de una variedad de soluciones amortiguadoras con solventes organicos (metanol o
acetonitrilo), en diferentes proporciones y bajo gradiente o de manera isocrética.

Respecto al sistema de deteccion, fundamentalmente se utiliza espectrometria de
masas (EM) o fluorescencia debido a su alta sensibilidad. Sin embargo, el costo y la
disponibilidad de ambos detectores compromete su aplicacién en el &mbito clinico, por lo
que seria de gran utilidad desarrollar métodos analiticos méas accesibles, tales como CLAR
acoplada a detector ultravioleta (UV).

En ese sentido Jolivet y Schilsky, en 1981, reportaron un método de separacion e
identificacion de para la deteccion de MTX-PG1.s en muestras de cultivo celular, empleando
la linea celular MCF-7. Sin embargo, en esta metodologia la cuantificacion de MTX-PG15
es realizada por espectrometria de centelleo liquido®. Debido a que la técnica CLAR-UV
s6lo se emplea de manera cualitativa, no es posible profundizar en mas detalles de interés
como seria la sensibilidad de la metodologia desarrollada por Jolivet y Schilsky, en 1981,
para la cuantificacion de MTX-PGi.s. En un articulo de revisién Rubino FM, en 2001, report6
un limite de deteccibn para MTX-PG;, en muestras biologicas, entre 20-200 nM,
dependiendo del grado de enriguecimiento logrado durante la preparacion de la muestra®’.
Asi mismo Giulio y colaboradores, en 2022, reportaron un método para cuantificacion de
MTX proveniente de experimentos de permeacion in vitro en capas de piel con un limite de
cuantificacion de 50 ng/ml empleando una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 como

solucion de extraccion®?.

4.1.4 Validacion de métodos bioanaliticos

De las cinco publicaciones que reportan resultados de validacion del método
bioanalitico, dos emplean CLAR con deteccién por Fluorometria (CLAR-F)%35* y tres de
ellos CLAR con deteccién por espectrometria de masas-ESI (CLAR-EM)*484°  Como
hallazgos mas relevantes se reportan:

Selectividad. En las metodologias que emplean CLAR-F, se ha reportado la presencia de

sefales en los blancos de eritrocitos de donadores aparentemente sanos, las cuales no
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interfieren con los tiempos de retencion de los analitos (MTX-PG). Mientras tanto en las
metodologias que hacen uso de CLAR-EM no reportan sefiales enddgenas o bien la sefal

detectada cumple con los criterios de aceptacion establecidos por la guia de validacién 6.

Curva de calibracion y sensibilidad. Las metodologias CLAR-F reportan linealidad de 5-

400 nM, con limite de cuantificacion de 5 nM; mientras que las metodologias CLAR-EM han
evaluado la linealidad en un rango de 1-1000 nM, con limite de cuantificacién de 1
nM“8,Para la deteccion UV existe un articulo donde se ha reporte un limite de cuantificacion
de 50 ng/ml.

Exactitud y precision. Respecto a la exactitud, las metodologias CLAR-F reportan una

variacion del 3.5 al 18.8%; mientras que para la precision la variacion va de 5.3 a 18.3%.
Por su parte, la exactitud de las metodologias CLAR-EM va del 1 al 8.5% y la precision del
0.8 al 15%;

Recobro. Las metodologias CLAR-F han hecho uso de la extraccion liquido-liquido
obteniendo porcentajes de recobro el 70%°3; mientras que las metodologias CLAR-EM que
han empleado ELL reportan porcentajes de recobro que van del 30%*° al 100%%. Un
fendmeno interesante ha sido reportado por Wu y colaboradores, quienes observaron que
en su metodologia el recobro incrementaba conforme aumentaba la concentracion. De la
misma forma detectaron que el uso del estandar interno incrementaba los porcentajes de
recobro de un 42% a un 82%?%.

Estabilidad. Las metodologias CLAR-F reportaron estabilidad para MTX-PG; durante 24h
a 25°C* y para MTX-PGi.s a 4°C por 3 dias y a -80°C por seis meses®*; mientras que los
estudios que emplearon CLAR-EM reportaron estabilidad para MTX-PG,.7 a -80°C por tres

meses*®4849 g temperatura ambiente por 5hy a 15°C por 26h“®.
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5. JUSTIFICACION

La AR es una enfermedad crénica degenerativa que, en caso de no recibir un
tratamiento temprano, puede progresar a la destruccion de cartilago y hueso afectando
gravemente la movilidad. Asi mismo, esta rapida progresion del dafio se ve acompafada,
entre otros sintomas, de dolor y fatiga, lo que en conjunto contribuye a la disminucién de la
calidad y esperanza de vida del paciente. Dado que esta enfermedad produce discapacidad
funcional y que afecta al grupo etario con capacidad laboral y productiva, genera impacto
en la economia nacional.

El MTX es el medicamento de primera eleccién para el tratamiento de la AR debido
a su notable efecto para impedir la progresion de la enfermedad, su seguridad (al
disminuirse los efectos adversos tras la coadministracién de &cido folico) y a su bajo costo.
Aunqgue el mecanismo de accién de MTX no es del todo comprendido, se cree que sus
metabolitos (MTX-PG,;) son los responsables de su accion antiinflamatoria e
inmunosupresora y se ha observado que su acumulacion en eritrocitos es diferente entre
aguellos pacientes que responden a MTX y los que no lo hacen. Estas observaciones han
llevado a considerar que la medicion de los niveles de MTX y MTX-PG2.7 en eritrocitos de
pacientes con artritis reumatoide permitiria, eventualmente, proporcionar un método para
monitorear la respuesta terapéutica a MTX y proponer estrategias para su incremento. Sin
embargo, los métodos actualmente desarrollados para la medicion intracelular de MTX y
sus metabolitos son costosos, o qgue compromete su empleo, de manera rutinaria, en un
entorno clinico. Asi mismo, se considera que el alto costo estéa relacionado con el uso de
cromatografia liquida acoplada a deteccibn mediante fluorescencia o espectrometria de
masas.

Por otro lado, aunque se intentd contar con muestras enriquecidas de formas
poliglutaminadas del MTX (por cultivo celular) o por sintesis quimica, al final no se pudo
obtener ese tipo de moléculas por lo cual no fue posible estandarizar el procedimiento
bioanalitico para su evaluacién ni su consecuente validacién. Por todo eso, en la version
final del proyecto, se propone el desarrollo y validacion de una metodologia analitica,
basada en CLAR-UV, para determinar los niveles circulantes de MTX en sangre de
pacientes con AR, como una herramienta de gran utilidad para los estudios clinicos y
basicos que el laboratorio de Citocinas y Autoinmunidad de la Facultad de Farmacia
desarrolla en colaboracién con la Clinica de Artritis Reumatoide del Hospital General de

Cuernavaca "José G. Parres".
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6. OBJETIVOS

General.

Disefiar y validar una metodologia bioanalitica para la deteccion y cuantificacion de
MTX en muestras de eritrocitos de pacientes con AR del estado de Morelos.

Especificos.

1. Desarrollar una metodologia analitica, empleando CLAR-UV (Fase Reversa)
para la deteccion de MTX.
Desarrollar una metodologia para la extraccion de MTX de eritrocitos.
Validar un método de cuantificacién por CLAR-UV de MTX en eritrocitos.

4. Confirmar si el método desarrollado permite la deteccién y cuantificacién de

MTX en muestras de eritrocitos de pacientes con AR.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Reactivos.

Se empled metotrexato (MTX) obtenido de Merck (estdndar de referencia USP,
pureza= 99.7%, lote RO20L0), acido folico (AF) de Sigma (pureza= 97%, lote WXBD4723V),
4-nitrobenzofenona (99%, Thermo Scientific), materia prima de metotrexato y teofilina
(obtenido como se indica en ANEXO 1), acetonitrilo grado HPLC (para el desarrollo y
optimizacion del método bioanalitico: marca Fermont, pureza 99.9%, lote 883362;
validacién y andlisis de muestras: marca J.T. Baker, pureza 99.9%, lote CO5W61), metanol
grado HPLC (marca J.T. Baker, pureza 99.9%, lotes X40C60 y C25W32), cloroformo (marca
Meyer®, pureza=99.8%), agua desionizada, &cido citrico de MP Biomedicals (grado
electroforesis, lote R19275) y fosfato de sodio dibasico heptahidratado de J. T. Baker
(pureza 99.3%, Lote V47C01).

7.2 Instrumentos.

El analisis fue desarrollado en un cromatégrafo HITACHI Elite La Chrome modelo L-
2000 con detector ultravioleta. Se empleé una balanza analitica Wiggen Hauser®, un
potencidmetro Hanna Instrument® HI 2210, un limpiador ultrasénico Cole Palmer® y una

microcentrifuga Eppendorf 5415° R.

7.3 Seleccion de estandar interno

Como consecuencia de la emergencia sanitaria ocasionada por el virus SARS-CoV-
2, la adquisicion de estandares comerciales se vio afectada; de tal modo que se opt6 por
evaluar sustancias que se disponian en los laboratorios 4 y 13 de la Facultad de Farmacia,
cuya estructura tuviera grupos amino. Derivado de lo anterior se empleé 4-nitrobenzofenona
como estandar interno (El), durante la etapa de evaluacién del proceso de extraccién de
MTX de eritrocitos. Posteriormente, durante el proceso de validacién se encontré6 una
interferencia al evaluar el lisado de eritrocitos, por lo cual la 4-nitrobenzofenona fue

sustituida por teofilina.
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7.4 Soluciones stock y de trabajo

Desarrollo y optimizacién: La soluciéon stock de MTX se prepar6 a partir de una
sustancia de referencia (SRef) de MTX a una concentracién de 100 pg/ml. En la evaluacién
del detector las diluciones seriadas fueron preparadas en citrofosfato pH 6 0.037 M.

Evaluacién de extraccién de lisado de eritrocitos. Seleccion de El: 4-hidroxi-3-metoxi
acetofenona se prepar6 a una concentracion de 210 ug/ml; mientras 4-nitrobenzofenona se
prepar6 a 230 ug/ml. Ambos compuestos fueron disueltos en metanol.

Validacion: La solucion stock de MTX fue preparada en una mezcla 50:50 metanol:
DMSO a una concentracion de 200 ug/ml, las soluciones stock de teofilina y acido folico se
prepararon en metanol a una concentracion 1000 pg/ml. Estas soluciones fueron
almacenadas a -20° C. Adicionalmente se prepararon las siguientes soluciones de trabajo:
MTX en 0.037 M de citrofosfato, pH 6.0 a 5 uyg/mly AF en 0.037 M de citrofosfato, pH 6.0 a
10 pg/ml.

7.5 Desarrollo de método bioanalitico y optimizacion de las condiciones

cromatogréficas para la deteccion de MTX

Con base en los antecedentes, se establecié una separaciéon mediante CLAR en
fase reversa. Respecto a la fase movil se compararon dos opciones: a) agua:acetonitrilo y
b) solucién amortiguadora de citrofosfato, pH 6:acetonitrilo a diferentes proporciones. Con
la fase movil a) agua:acetonitrilo se probaron las proporciones 50:50, 70:30 y 90:10;
mientras que con b) citrofosfato:acetonitrilo se evaluaron las proporciones 80:20, 90:10 y
95:5. Respecto a la fase estacionaria se evalu6 el uso de dos columnas con caracteristicas
iguales en dimensiones (4.6 x 150 mm), tamafio de particula (3.5 um) y componentes de la
fase estacionaria (silica con ligandos de 18 carbonos); pero con diferente proporcion en la
carga de carbono. La columna uno, de marca Interstsil ODS® reporta un 15% de carbono;
mientras que la columna dos, de marca XBridge®, posee 18% de carbono. Para el detector
se evalugd la deteccion del MTX en el cromatdgrafo de liquidos Waters 2996 con detector
ultravioleta-arreglo de fotodiodos y en un cromatégrafo de liquidos HITACHI Elite La
Chrome con detector ultravioleta-longitud de onda variable mediante diluciones seriadas

partiendo de una concentracién de 10,000 ng/ml de MTX.
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7.6 Obtencién de matriz biolégica de MTX en eritrocitos

Para la obtencion de eritrocitos, se extrajeron 5 ml de sangre por puncion venosa de
seis voluntarios aparentemente sanos, empleando vacutainer con EDTA como
anticoagulante. La sangre fue centrifugada a 2500 rpm durante 7 min y se separé el
sobrenadante (plasma). El paquete eritrocitario se lavd con PBS a proporcion 1:1, se
centrifugd a 750 rpm durante 4 min y se retir6 el sobrenadante (este paso se repitié dos
veces, de manera tal que se realizaron 3 lavados). La cantidad de eritrocitos fue cuantificada
en la camara de Neubauer, se realizaron alicuotas de 1.5 ml en tubos Eppendorf y se
almacenaron a -20°C hasta su uso.

Dado que el numero de eritrocitos puede variar entre pacientes, para la obtencién
del lisado de eritrocitos se tomd un volumen equivalente a 5,000,000 de eritrocitos/ml y se
realizé una dilucion 1:3 en agua desionizada.

Los calibradores fueron preparados con el lisado de eritrocitos, la adicion de 10 ul
de stock de teofilina y solucion de trabajo de MTX para obtener concentraciones de 25, 75,
100, 150, 175, 225 ng/ml. Los controles de calidad se prepararon en condiciones
semejantes a concentraciones de MTX de 25 ng/ml (bajo), 50 ng/ml (medio) y 200 ng/ml
(alto).

7.7 Extraccién de MTX del lisado de eritrocitos

Con el objetivo de establecer la técnica mas apropiada para nuestro andlisis se
realizd una comparacion de las técnicas de preparacion empleadas en los articulos de la
Tabla 3. Metodologias para la cuantificaciéon de MTX y MTX-PG en sangre. Asi mismo, se
realiz6 una busqueda bibliografica de métodos alternativos de precipitacién de proteinas en
la monitorizacion terapéutica de MTX. Con estos antecedentes se seleccionaron tres
metodologias de extraccion liquido-liquido: precipitacién de proteinas con acido perclérico
(ELL-AP), precipitacion de proteinas con acetonitrilo (ELL-ACN) y precipitacion de proteinas
con Metanol-Cloroformo-Agua (ELL-MCA). Asi mismo se propuso la evaluacion de la
extraccion en fase sdlida (en la que se analizé el cambio de solvente en la etapa de elusion).
Ambas metodologias, extraccion liquido-liquido y extraccion en fase solida, fueron
probadas en plasma humano y posteriormente evaluadas en lisado de eritrocitos. En las
metodologias evaluadas se compard la presencia de interferencias endégenas y el

porcentaje de recobro.
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7.7.1 Extraccion liquido-liquido
7.7.1.1 Precipitacion de proteinas con acido perclorico (ELL-AP)

A 0.1 ml de la muestra se afiadieron 0.025 ml de &cido perclérico al 70%, se mezcld
con vértex por 30 s, se centrifug6 a 13 000 rpm durante 5 min y se recuperd el sobrenadante,
el cual se secd bajo corriente suave de nitrégeno y calentamiento en bafio de agua a 40°C.

7.7.1.2 Precipitacion de proteinas con acetonitrilo (ELL-ACN)

Basandonos en lo reportado previamente por Torregiani en 2018%°, se tomaron
0.250 ml de la muestra y se adicionaron 0.5 ml de ACN, se mezclaron en vortex por 30 sy
se centrifugaron a 6000 rpm durante 2 min. Al sobrenadante, se le adicionaron 0.6 ml de
cloroformo y, nuevamente, se mezclé en vortex por 30 s y se centrifugd a 6 000 rpm. Se
recuperd la fase superior y se sec6 bajo corriente suave de nitrdgeno y calentamiento en

bafio de agua a 40°C.

7.7.1.3 Precipitacion de proteinas con Metanol-Cloroformo-Agua (ELL-MCA)

Se us6 como referencia el método de precipitacion de proteinas con Metanol-
Cloroformo-Agua, desarrollado por Wessel en 1984%2. Aqui, 0.1 ml de muestra fueron
mezclados con 0.4 ml de metanol, agitados en vortex por 30 s y centrifugados a 9000 RFC
por 30 s. Posteriormente se adicionaron 0.2 ml de cloroformo, se repitié la agitacién en
vortex por 30 s y la centrifugacién a 9 000 RFC por 30 s. Seguido a ello se afiadieron 0.3
ml de agua desionizada, se agit6 en vortex por 30 s y se centrifugd a 9 000 RFC por 2 min.
Se corroboro6 la formacion de 3 fases: inferior (cloroformo y lipidos), intermedio blanquecino
(proteinas), superior (agua y metotrexato). Se recuperd el sobrenadante y se secé bajo
corriente suave de nitrdgeno y calentamiento en bafio de agua a 50°C. El residuo fue
resuspendido en 100 ul de citrofosfato pH 6, agitado en vértex por 30 s y centrifugado a
6000 rpm. El sobrenadante fue recuperado y 20 pl fueron inyectados en el cromatografo

para su analisis.

7.7.2 Extraccion en fase sélida

Este proceso tiene lugar mediante mecanismos de sorcion-desorcién de los analitos
en la superficie de un material de soporte. Consta de cinco etapas: acondicionamiento,

equilibrado, carga de la muestra, lavado y elusién; donde los solventes empleados y sus
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proporciones dependen de la naturaleza de los analitos, asi como de los sorbentes. Es por
ello por lo que se siguieron las recomendaciones de trabajo establecidas por el fabricante
evaluando Unicamente el cambio de solvente en la etapa de elusién. De esta manera se
evalud un proceso de extraccion en fase sélida con Metanol (EFS-Me) y un proceso de
extraccion en fase sélida con ACN (EFS-ACN); empleando cartuchos STRATA® C18-E,

gue tienen como sorbente una fase de silica.

7.8 Validacion de método bioanalitico

El método fue validado de acuerdo con la Guia de validacion de Métodos
Bioanaliticos de la FDA (2018), evaluando como parametros: selectividad/especificidad,
curva de calibracion, precisién, exactitud, sensibilidad, recobro y estabilidad.
Adicionalmente se calculé el limite de deteccion, de acuerdo con la guia Q2(R1) Validacién
de Procedimientos Analiticos: Texto y Metodologia #*.

La selectividad fue evaluada mediante el andlisis de lisado de eritrocitos de cinco
donadores aparentemente sanos (blanco), y lisados de eritrocitos adicionados con El
(calibrador cero) y EI+MTX en el limite de cuantificacion (125 ng/ml); aplicando el método
ELL-MCA y observando la presencia de interferencias endogenas en los tiempos de
retencién del analito y del estandar interno (El). Se aceptd una ausencia de interferencias
si la respuesta observada fue <5% para el El y <20% para MTX, en el limite de
cuantificacién (LC). Asi mismo se evalud la especificidad, capacidad del método para
determinar MTX en presencia de medicacién concomitante (acido folico, AF) en el
tratamiento para AR.

Para la curva de calibracion se evalu6 la existencia de una correlacion lineal entre
la concentracion de MTX (en un rango de 25-225 ng/ml) y la respuesta del instrumento (se
analizaron como parametros de respuesta: area y altura de MTX; asi como la relacion
Respuesta MTX/Respuesta de El), mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. Se
considerd como significativa una correlacion menor al 0.01 (bilateral). El analisis estadistico
se realizd en SPSS Statistics 26. Los calibradores fueron preparados como se indica en la
seccién 7.6 Obtencion de matriz biolégica de MTX en eritrocitos, elaborando la curva de
calibracion por triplicado.

En la evaluacion de la exactitud se prepararon 5 réplicas por cada nivel de control
de calidad. De manera similar se trabajo en la evaluacién de la precision, repitiendo el

andlisis durante tres dias. En ambos pardmetros se consider6 aceptable un coeficiente de
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variacion (CV) < 15% para los niveles bajo, medio y alto; asi como un CV <20% para el
limite de cuantificacion.

La sensibilidad (limite de cuantificacién) fue establecido como aquella concentracion
gue puede medirse con una exactitud y precisién aceptables.

El recobro fue evaluado mediante la comparacién de blancos adicionados pre y pos-
extraccion a niveles de concentracién bajo, medio y alto, con 6 réplicas. El porcentaje no
necesariamente es del 100% pero debe ser reproducible a cada nivel (CV+£15%).

La estabilidad fue evaluada en los calibradores en niveles de concentracion bajo,
medio y alto, con 6 réplicas bajo un almacenamiento a -20°C durante 30 dias, en un
congelador Torrey, modelo CH4. El criterio de aceptacién indica que la concentraciéon

nominal de cada nivel debe ser + 15%.

7.9 Evaluacion de la aplicacion del método a muestras de pacientes con AR

Con el objeto de conocer las variaciones que pudieran presentarse al emplear muestras
eritrocitarias reales, de pacientes con AR, respecto al procedimiento analitico validado, se
propuso realizar un estudio piloto que nos permitiera evaluar la factibilidad de la aplicacion
de la metodologia para un estudio clinico posterior. Las muestras analizadas provinieron de
un biobanco y eran procedentes del estudio clinico “Aparicion de Nueva Diabetes en Artritis
Reumatoide (ANDAR). 2018-2019, aprobado por el Comité de Etica del Hospital General
de Cuernavaca, Servicios de Salud de Morelos (No. DAM/SEIC/DIC/0516/2019)". Las
muestras de eritrocitos de pacientes seleccionados para ser evaluados fueron de aquellos
pacientes en un rango de edad de 37 a 51 afios, con Factor Reumatoide (+), con un tiempo
de AR de 2-22 afios y una puntuacion DAS-28 en un rango de 2.97-5.8. Para el andlisis de
muestras se corroboré la linealidad entre la concentracion y altura de MTX preparando una
curva de calibracion de 5 puntos (a concentraciones 50, 100, 125, 150 y 225 ng/ml).
Posteriormente se prepararon por duplicado controles de calidad a niveles de concentracion
bajo (50 ng/ml), medio (125 ng/ml) y alto (200 ng/ml); estableciendo un coeficiente de
variacion <15% y dos criterios de aceptacion: en cada nivel un 50% de las muestras debia
cumplirlo CV<15% (Criterio 1) y méas del 67% de todos los controles de calidad analizados
en la corrida analitica debia tener CV<15% (Criterio 2). Una vez verificado el cumplimiento
de la linealidad y los controles de calidad, se analizaron 10 muestras de pacientes con AR,
procedentes de un biobanco, las cuales estaban almacenadas a -80°. Dado que se
desconocia el ndmero de eritrocitos/ml de los pacientes y mediante observacion al

microscopio se verificd la hemolisis de las muestras al descongelarse, se tomaron 990 ul
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de lisado y se adicionaron 10 pl de solucion stock de teofilina. La solucion fue agitada en
vortex durante 30 s y se aplico el proceso de extraccion de MTX por ELL-MCA. El residuo
fue resuspendido en 100 pl de citrofosfato pH 6, agitado en vértex por 30 s y centrifugado
a 6000 rpm. El sobrenadante fue recuperado y 20 pl fueron inyectados en el cromatdgrafo

para su analisis.
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8. RESULTADOS
8.1 Desarrollo de método bioanalitico
8.1.1 Desarrollo y optimizacién de condiciones cromatograficas
8.1.1.1 Optimizacién de fase movil

En la evaluacion preliminar de la composicién de la fase movil, se empled una
soluciéon de MTX 100 pg/ml para examinar la deteccion de MTX y la forma del pico. Se
analizé una proporcion 50:50 Agua: ACN, detectando la presencia de picos pequefios y no
resueltos que van de los 3 hasta los 23 minutos aproximadamente (Figura 7a). Al cambiar
la proporcion a 70:30 Agua: ACN y 90:10 Agua: ACN se presenté un comportamiento

semejante con sefiales de absorcion débiles, no resueltas y con un patrén de picos irregular

(Figura 7b y c).
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Figura 7. Andlisis preliminar de MTX: 100 pg/ml en fase movil Agua: ACN. a) Proporcién 50:50 Agua:
ACN, b) Proporcién 70:30 Agua: ACN y c) Proporcién 90:10 Agua: ACN. Inyeccién de 20 pL Se
observa un patrén irregular de picos.

Al cambiar la composicion de la fase moévil de agua a solucion amortiguadora
(citrofosfato a pH 6), se observo la presencia de una sefial con tres picos no resueltos entre
los 5y los 10 minutos (Figura 8), por lo que se decidié continuar con la evaluacion de la

soluciéon amortiguadora modificando las proporciones de la fase movil.
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Figura 8. Evaluacion de la composicion de la fase movil 90:10 Citrofosfato: ACN. MTX 100 ug/ml en
citrofosfato, inyeccion de 20 uL. Sefial de MTX entre 5y 10 minutos.

En la Figura 9 se observan los resultados del andlisis de una inyeccion de 100 pg/ml
de MTX con una proporcién 80:20 citrofosfato: ACN. En esas condiciones, se detect6 que
la elucion del MTX ocurre demasiado rapido:2 minutos, por lo que se decidi6é disminuir la

concentracion de ACN.
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Figura 9. Evaluacién de la composicion de la fase moévil 80:20 Citrofosfato: ACN. MTX 100 pg/ml
en citrofosfato, inyeccién de 20 pL. Elusion de MTX a los 2 minutos
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Por el contrario, al evaluar la proporcién 95:5 citrofosfato: ACN, se observd un
desplazamiento del pico de MTX para situarse entre los 20 y 28 minutos (ver Figura 10).
Asimismo, se observaron picos solapados y asimetria posterior. Aunque no se obtuvo un
pico completamente resuelto se corrobor6 que disminuir la concentracion de ACN
incrementa el tiempo de retencién de MTX por la fase estacionaria, es por ello por lo que

se decidid continuar la evaluacion de los pardmetros siguientes con esta proporcion.

W
MTA 100

Reeterttion Time

Absorbancia (mUA)

Tiempo (minutos)

Figura 10. Evaluacion de la composicion de la fase movil 95:5 Citrofosfato: ACN. MTX 100 ug/ml en
citrofosfato, inyecciéon de 20 uL. Eluciéon de MTX entre 18 y 28 minutos

Por otro lado, también se evalué el modificar la fuerza iénica de la solucién
amortiguadora, al cambiar de una concentracion de 0.01 M (Figura 11a) a 0.05 M (Figura
11b). Como se observa en la imagen no se observé ningln cambio aparente en la retencion
del MTX.
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Figura 11. Evaluacion del efecto de la fuerza i6nica. MTX 100 ug/ml en fase moévil 90:10 Citrofosfato:
ACN, inyeccion de 20 pL. a) Concentracién de citrofosfato 0.01 M. b) Concentracién de citrofosfato
0.05 M.

8.1.1.2 Optimizacion de fase estacionaria

Al evaluar el efecto de la carga de carbono, con la columna uno: Interstsil ODS®
(15%), se obtuvo una sefial entre los 18 y 28 min con picos no resueltos (Figura 12a);
mientras que con la columna dos: XBridge® (18%), se observé un pico simétrico entre los
12-13 minutos (Figura 12b). Es por esto por lo que se decidié emplear la columna con 18%

de carga de carbono para el resto de los ensayos.
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Figura 12. Evaluacion de la carga de carbono. MTX 100 ug/ml, inyecciéon de 20 uL en fase movil
95:5 Citrofosfato: ACN. a) Carga de carbono al 15%, pico no resuelto y b) Carga de carbono al 18%,
pico resuelto.

8.1.1.3 Seleccién del detector

En la Figura 13 se observa la comparacion de sensibilidad entre dos equipos de
CLAR. Referente a la evaluacion de la deteccion de MTX en el cromatografo de liquidos
Waters 2996 con detector ultravioleta-arreglo de fotodiodos se detecté MTX hasta una
concentracion de 156 ng/ml (Figura 13a). Por su parte, en el equipo HITACHI Elite La
Chrome, que emplea un detector ultravioleta-longitud de onda variable, la concentracion

minima detectada fue de 39 ng/ml (Figura 13b). Debido a que la sensibilidad fue mayor para
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el detector ultravioleta-longitud de onda variable, se optd por el uso del equipo HITACHI
Elite La Chrome.
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Figura 13. Evaluacion de la deteccion de MTX. a) Cromatégrafo de liquidos Waters 2996 con
detector ultravioleta-arreglo de fotodiodos, se detecta MTX hasta 156 ng/ml. b) Cromatografo de
liqguidos HITACHI Elite La Chrome con detector ultravioleta-longitud de onda variable, se detecta
MTX hasta 39 ng/ml.

Con base en los resultados de las evaluaciones anteriores (Figuras 7-13) se
establecieron como condiciones cromatograficas finales: 1) fase movil constituida por una
mezcla isocratica en proporcion 95:5 Citrofosfato 0.03 M pH 6: ACN, a flujo de 1 ml/min y
2) fase estacionaria constituida por una columna C;s Waters XBridge® (18% carbono) con

tamano de particula 3.5 um y dimensiones 4.6 x 150 mm a 40°C y una precolumna Security
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Guard (C18, 4 x 3 mm, Phenomenex®). El volumen de inyeccién fue de 20 pL; 3) Detector

ultravioleta- longitud de onda variable a A de 302 nm.

8.1.2 Seleccidn del estandar interno 1

En la determinacion del estandar interno se contaba con dos compuestos: 4-hidroxi-
3-metoxi acetofenona y 4-nitrobenzofenona. Primero se evalu6 su deteccion, bajo las
condiciones metodolodgicas establecidas, 4-hidroxi-3-metoxi acetofenona se empleé a una
concentracion de 210 ug/ml y se detect6 una sefal entre los 42 y 45 minutos (Figura 14a);
mientras que para 4-nitrobenzofenona se utilizé a una concentracion de 230 pyg/mly la sefal
se detect6 alrededor de los siete minutos (Figura 14b). Debido al menor tiempo de retencion
observado 4-nitrobenzofenona, fue elegido estandar interno
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Figura 14. Cromatogramas de sustancias propuestas como estandar interno. a) 4-hidroxi-3-metoxi
acetofenona a 210 pg/ml, inyeccion de 4.2 ug, se detecta pico después de los 40 minutos. b) 4-
nitrobenzofenona a 230 ug/ml, inyeccion de 4.6 ug, pico a los 7 minutos.

8.1.3 Extraccion de MTX de lisado de eritrocitos

Para la etapa de evaluacion y seleccion de un método de extracciéon de MTX del
lisado de eritrocitos, se consideraron tres metodologias de extraccion liquido-liquido:
precipitacion de proteinas con acido perclérico (ELL-AP), precipitacion de proteinas con
acetonitrilo (ELL-ACN) y precipitacién de proteinas con Metanol-Cloroformo-Agua (ELL-
MCA). Asi mismo se considero la evaluacion de la extraccién en fase sélida, sin embargo,
durante el desarrollo del experimento se observo que el lisado de eritrocitos no eluyé por el
cartucho desde la etapa de carga, por lo que este procedimiento fue descartado. De este
modo, a continuacion, se presentan los resultados de los métodos de extraccién liquido-

liquido.

8.1.3.1 Evaluacion de la extraccion liquido-liquido en plasma humano

En un primer experimento se evaluaron los 3 métodos de extraccion liquido-liquido
en plasma humano; los resultados obtenidos se muestran en la Figura 15. En el sistema se
comprueba la deteccion de 4 nitrobenzofenona, el estandar interno (El), a los 6.5 min y de
MTX con un tiempo de retencion de 13.5 min (Fig. 15a).

Al aplicar el procedimiento de precipitacion de proteinas con acido perclérico (ELL-
AP) se observo la presencia de multiples picos en el blanco, incluso en regiones cercanas
a los picos de interés (6 y 14.5 min), posibilitando que pudieran interferir con nuestros
compuestos (Fig. 15b). Al analizar el El y MTX observamos un solapamiento de picos en la
region correspondiente al El, mientras que hubo una separacion entre MTX y el pico
observado a los 14.5 min (Fig. 15c).

Por su parte, al emplear el procedimiento de precipitacion de proteinas con
acetonitrilo (ELL-ACN), en el sistema sin estandares se detectd Unicamente la presencia de
un pico a los 5.5 min (Fig. 15d). Sin embargo, en presencia de los estdndares el pico
observado no interfiere ni con el El ni para el MTX (Fig. 15e).

En el caso del procedimiento de extraccion por precipitacion de proteinas con
Metanol-Cloroformo-Agua (ELL-MCA), en condiciones basales (sin presencia de
estandares, se observo solo un pico en el blanco a los 5.54 min (Fig. 15f), el cual no interfirié

con la presencia del El, ni con el pico de MTX (Fig. 159).
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f) Blanco ELL-MCA

Absorbancia (mUA)

Tiempo (minutos)
Figura 15. Cromatogramas de extraccién liquido-liquido en plasma humano. a) Sistema, se detecta
MTX a 13.5 min, b) Blanco ELL-AP, se observa la presencia de mltiples picos ¢) Muestra ELL-AP,
solapamiento de picos en region de El, d) Blanco ELL-ACN, se presenta pico a los 5.5 min, e)
Muestra ELL-ACN, no hay interferencia en regién de El ni de MTX, f) Blanco ELL-MCA, se detecta
pico a los 5.5 min y g) Muestra ELL-MCA, sin interferencia en regién de El ni de MTX. El: estandar
interno, MTX: Metotrexato, TR: Tiempo de retencion.

Ademas del andlisis cualitativo (Figura 15), se calcul6 el porcentaje de recuperacién
de MTX para cada método, a partir de 3 ensayos independientes. Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 4. Como se aprecia el método ELL-AP indica una recuperacion
superior al 100%, que puede ser explicado debido al alto nivel de interferencia detectada
en la region del El la cual ocasiond una disminucién en su altura y, por tanto, alter6 la
relacion MTX/EI. Por su parte, tanto el procedimiento de extraccion ELL-ACN como el ELL-
MCA muestran porcentajes de recuperacion superiores al 85%, siendo la ELL-MCA la que

muestra un menor porcentaje de variacion.

% Recuperaciéon MTX
Método :
Media + DE CV (%)
ELL-AP 308.37 £172.23 | 55.85
ELL-ACN 86.51 + 9.35 10.81
ELL-MCA 89.82 + 6.38 7.11

Tabla 4. Extraccion de MTX de plasma humano. EI método ELL-MCA proporciona elevada
recuperacion y presenta menor variacion. ACN: Acetonitrilo, AP: Acido perclérico, CV: Coeficiente
de variacion, DE: Desviacién estandar, ELL: Extraccién Liquido-Liquido, MCA: Metanol-cloroformo-
agua. n=3.
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Considerando que se observaron menores interferencias en el analisis de plasma
humano, asi como un mayor porcentaje de recuperacion y datos mas homogéneos, se

decidié continuar con la evaluacion del método ELL-MCA en eritrocitos.

8.1.3.2 Evaluacion del método ELL-MCA en eritrocitos.

En la Figura 16 se presentan los cromatogramas del sistema donde se comprueba
la deteccién del estandar interno (El) a los 6.8 min y de MTX a los 15.6 min (Fig. 16a). En
el blanco del lisado de eritrocitos se detectaron dos picos solapados en la zona del El, entre
los 6 y 7 min, asi como un pico a los 14.9 min que podria solaparse con el pico de MTX
(Fig. 16b). En el cromatograma de la muestra del lisado de eritrocitos se aprecia un
incremento en el tamafio del pico del El y un solapamiento de picos en la zona de MTX (Fig.
16c). Dado que se observaron interferencias tanto en la zona del EI como en la de MTX, se
decidi6 evaluar el efecto de la dilucion de eritrocitos, asi como también se opté por evaluar
la ELL-ACN.
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Figura 16. Extraccion liquido-liquido por el método MCA en lisado de eritrocitos. a) Sistema,
deteccion de El a los 6.8 min y de MTX a los 15.6 min, b) Blanco eritrocitos, con interferencias en
zona de El, ¢) Muestra de eritrocitos, solapamiento de picos en region de MTX. El: estandar interno,
MTX: Metotrexato.

8.1.3.3 Evaluacion de los métodos ELL-MCA y ELL-ACN en muestras de eritrocitos
diluidas

Se decidio evaluar si el efecto de la dilucién de los eritrocitos permitia disminuir las
interferencias observadas en las regiones del EI y MTX al aplicar el método ELL-MCA; asi
mismo se opto por evaluar si el método ELL-ACN, proporcionaba menores interferencias al
emplear eritrocitos como matriz biolégica. Para ello se aplicé un conteo de eritrocitos en
camara de Neubauer tras descongelar la muestra, obteniendo un total de 72,600
eritrocitos/ml. A partir de esta muestra se realizaron dos diluciones seriadas 1.1 de
eritrocitos en agua, de tal modo que en la Dilucién 1 habia 36,300 eritrocitos/ml y en la
Dilucion 2 habia 18,150 eritrocitos/ml.

El analisis mediante CLAR-UV permitié la deteccién de El (6.6 min) y de MTX (13. 8
min) (Fig. 17a). En el analisis basal de la solucion stock de eritrocitos se detectaron dos
picos en la regién del El, con tiempos de retencién de 6.5 (denominado interferencial) y 7.0
(denominado interferencia Il); mientras que para la zona de MTX no se observaron
interferencias (Fig. 17b), como se habian mostrado en la Figura 16. Asi también, al analizar
los estdndares se detect6 que la interferencia | incrementa la sefial del El (Fig. 17c). En las
condiciones basales de la dilucion 1 y dilucién 2 se observé una disminucion significativa
de la sefial de la interferencia | (Fig. 17d y Fig. 17f). En estas condiciones, la evaluacion de
MTX no se ve alterada (Fig. 17e y Fig. 17g). Sin embargo, a pesar de su disminucién en la
dilucién, la Interferencia Il, no logré eliminarse y aunque hay una aparente separacion
respecto al El se consideré que podria interferir con el pico del estandar interno. En razén

a eso, se decidio sustituir el El por alguna otra sustancia con diferente tiempo de retencion.
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' l\‘ ‘ g) Muestra de D2 de eritrocitos
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Figura 17. Extraccion de MTX por el método ELL-MCA en lisado de eritrocitos diluidos. a) Sistema,
deteccion de El alos 6.6 miny de MTX a los 13.8 min, b) Blanco stock de eritrocitos, ¢) Muestra de
stock de eritrocitos, d) Blanco de Dilucion 1 (D1) de eritrocitos, e€) Muestra de Dilucién 1 de eritrocitos,
f) Blanco de Dilucién 2 (D2) de eritrocitos y g) Muestra de Dilucién 2 de eritrocitos. Los blancos fueron
analizados por duplicado, mientras que las muestras se evaluaron por triplicado. El: estadndar interno,
MTX: Metotrexato.

Por otra parte, también se evalu6 el efecto de muestras de eritrocitos extraidos por
el método ELL-ACN para la deteccién de El y MTX en nuestro sistema de CLAR-UV. De
esa manera, en la Figura 18a se observa nuevamente las condiciones basales de los
estandares: 6.4 min para El y 13.7 min para MTX. En el andlisis en blanco del stock de
eritrocitos Unicamente se detect6 un pico a los 5.5 min (Fig. 18b), sin embargo, no interfirio
con el El en la muestra enriquecida (Fig. 18c). Al realizar la Dilucion 1, tampoco se detectan
interferencias en el blanco (Fig. 18d) ni en la muestra enriquecida (Fig. 18e) a lo largo de la
corrida analitica. Un comportamiento similar puede observarse para el blanco (Fig. 18f) y la
muestra enriquecida (Fig. 18g), en la Dilucion 2.
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Figura 18. Extraccion de MTX por el método ELL-ACN en lisado de eritrocitos diluidos. a) Sistema,
deteccion de El a los 6.4 miny de MTX a los 13.7 min, b) Blanco stock de eritrocitos, ¢) Muestra de
stock de eritrocitos, d) Blanco de Dilucién 1 (D1) de eritrocitos, €) Muestra enriquecida de Dilucién 1

de eritrocitos, f) Blanco de Dilucién 2 (D2) de eritrocitos y g) Muestra enriquecida de Dilucion 2 de
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eritrocitos. Los blancos fueron analizados por duplicado, mientras que las muestras se evaluaron por
triplicado. El: estdndar interno, MTX: Metotrexato.

Los resultados del analisis cuantitativo se muestran en la Tabla 5. Como se puede
observar hay una mayor variabilidad cuando se emplea el stock de eritrocitos, resultando
méas favorable el empleo de la dilucion de éstos. Asi mismo se aprecia un mayor porcentaje
de recuperacion de MTX cuando se aplica el método ELL-MCA en comparacién con ELL-
ACN, sin embargo, hay que considerar la interferencia observada en la region del estandar
interno para el método ELL-MCA, la cual podria alterar el porcentaje de recuperacion de
MTX.

Tabla 5. Extraccién de MTX de lisado de eritrocitos.

METODO
PP MCA PP ACN
SOLUCION | Media (%) + DE | CV (%) Mediat DE | CV (%)
Stock 121.52+ 7.01 46.91 48.8616.94 | 14.21
Eritrocitos
Dilucién 1 | 99.29+4.75 4.79 32.07+£5.27 | 16.45
Dilucién 2 | 113.17+12.77 11.28 48.61+5.16 | 10.62

CV: Coeficiente de variacién, DE: Desviacion estandar, PP ACN: precipitacién de proteinas por el
método de acetonitrilo, PP MCA: precipitacién de proteinas por el método metanol-cloroformo-agua.
n=3. El método ELL-MCA proporciona elevada recuperacion y presenta menor variacion.

8.1.4 Evaluacion de teofilina como estandar interno 2

Debido a las interferencias observadas con 4-nitrobenzifenona, se decide buscar
otras sustancias para ser empleadas como estandar interno, considerando derivados de las
xantinas, los cuales fueron propuestos por Mo X en 2012%°. De este modo se prepard una
solucién de teofilina en metanol a una concentracion de 10 ng/ml. Al evaluar esta sustancia
en nuestro sistema cromatografico se detecté una sefial a los 7.6 min, que se asigno a

teofilina 10 ng/ml; mientras que MTX 150 ng/ml tuvo un TR de 14.1 minutos (Figura 19).
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Figura 19. Deteccion de teofilina 10 ng/ml (7.6 min) y MTX 150 ng/ml (14.1 min) en citrofosfato pH
6.

Una vez que se comprobd la deteccion de teofilina bajo las condiciones
cromatogréficas desarrolladas, se evalué su comportamiento en la extraccion del lisado de
eritrocitos por ELL-MCA. En la Figura 20 se muestra el cromatograma del blanco de lisado
de eritrocitos y las extracciones a niveles de MTX bajo (50 ng/ml), medio (125 ng/ml) y alto
(200 ng/ml), donde se distingue la sefial de teofilina sin interferencias. Asi mismo se obtuvo

el porcentaje de recobro a cada nivel, siendo superior al 50% (Tabla 6).
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Figura 20. Extraccion de El (teofilina 10 ng/ml) y MTX de lisado de eritrocitos. a) Blanco de lisado
de eritrocitos, b) Extraccion nivel bajo (MTX 50 ng/ml), ¢) Extraccién nivel medio (MTX 125 ng/ml) y
d) Extraccién nivel alto (MTX 200 ng/ml).

Tabla 6. Porcentaje de recobro de la extraccidn de teofilina del lisado de eritrocitos.
Nivel | Recobro (%)

Bajo 71.24
Medio 78.56
Alto 51.42

De este modo se consider6 el uso de teofilina 10 ng/ml como estandar interno en la

validacion del método bioanalitico.

8.2 Validacion de método bioanalitico

8.2.1. Selectividad/Especificidad

En la prueba de selectividad se evalla la capacidad del método para determinar
MTX en el lisado de eritrocitos sin interferencias de los componentes de la matriz. Para ello
la Guia de validacion de métodos bioanaliticos, publicada por la FDA en 2018, propone la
evaluacion de blancos de la matriz biolégica de al menos seis individuos; en los que se
espera la ausencia de interferencias en los tiempos de retencion de los analitos evaluados.
Aqui para poder afirmar que no hay interferencias de matriz se permite una respuesta <5%
para el estdndar interno y <20% para el analito de interés, respecto a la respuesta
observada en muestras adicionadas a una concentracion equivalente al limite de
cuantificacion.

En la evaluacion de selectividad (Figura 21) se obtuvo un tiempo de retencion (TR)
de 7.36+0.04 min para el El (teofilina) y de 13.93+0.36 min para MTX. En el andlisis de
blancos de lisado de eritrocitos de donadores aparentemente sanos se detect6 sefal en el
tiempo de retencién del El, anicamente en la muestra del donante cinco (Figura 21e). Al
comparar la intensidad de la sefial detectada con el limite de cuantificacién se obtuvo una
respuesta equivalente al 20.12% para el El, siendo superior al 5% permitido por la guia; sin
embargo, es importante recalcar que la sefal sélo fue detectada en una de las cinco
muestras analizadas. Respecto a los demas blancos analizados, en las muestras de los

donantes 2 y 4 se detectaron sefiales cercanas al tiempo de retencion del El, que resultan
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de interés pues podrian solaparse con éste, aungue no se consideran como interferencias.

En el caso de MTX se detectaron sefiales en tres de las cinco muestras evaluadas (Figura

21a, b y d), que representan el 12.27%, cumpliendo con el criterio de aceptacion (sefial

observada<20% de la sefial en el limite de cuantificacion). Lo anterior nos permite concluir

que el lisado de eritrocitos esta libre de interferencias en el TR para El y MTX.
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Figura 21. Cromatograma de lisado de eritrocitos de donadores aparentemente sanos. a) Muestra
donador sano 1, b) Muestra donador sano 2, c) Muestra donador sano 3, d) Muestra donador sano
4y e) Muestra donador sano 5.

Respecto a la especificidad se evalué la capacidad del método para detectar MTX
en presencia de acido félico, molécula estructuralmente similar y administrada de manera
concomitante en el tratamiento de la AR. Como criterio de aceptacion, la guia de validacién
propone que la sefal observada para la medicacién concomitante no interfiera con la sefal
del analito de interés.

En la Figura 22a se muestra el cromatograma de la evaluacién del sistema, donde
se obtuvo un TR de 2.4 min para acido folico, 7.7 minutos para teofilinay 15 min para MTX.
En la Figura 22b se muestra el cromatograma de un blanco de lisado de eritrocitos de un
donante voluntario sano, en la cual no se observan sefiales en los tiempos de retencion del
El ni de MTX. Al evaluar la extraccion de los analitos de una muestra de lisado de eritrocitos,
mediante una ELL-MCA, se obtuvo un TR de 2.4 para acido félico (sefial que se encuentra
solapada con interferencias no caracterizadas), 7.7 minutos para teofilina y 15 min para
MTX (Figura 22c).
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Figura 22. Evaluacién de especificidad. a) Lisado se eritrocitos de donador sanos b) AF, EI, MTX en
citrofosfato y ¢) AF, El y MTX extraido de un lisado de eritrocitos de donador sano.
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8.2.2 Curva de calibracion

Con la curva de calibracion se confirmo la existencia de una correlacion lineal entre
la concentracién de MTX (en un rango de 25-225 ng/ml) y la respuesta del instrumento.
Primero se evaluo la correlacion considerando como respuesta la relacion Area MTX/Area
de El y después se evalud la relacion de Altura MTX/Altura El. Los resultados se muestran
en la Tabla 7. Como podemos apreciar, los niveles mas altos de correlacion se dieron en
las curvas 2 y 3 de la relacion de Altura MTX/Altura EI.

Tabla 7. Evaluacioén de la correlacion entre concentracion de MTX y relacion respuesta MTX/EI.

Relacion Area Relacion altura
CALIBRADOR MTX CURVA1l | CURVA2 | CURVA3 | CURVA1l CURVA 2 | CURVA 3
(ng/ml)
UNO 25 0.5132 0.7198 0.7936 0.3729 0.4777 0.4734
DOS 75 1.3765 1.6422 1.4475 0.7800 1.1278 0.9574
TRES 100 1.8704 2.2686 2.4869 1.0564 1.3359 1.4535
CUATRO 150 2.1274 3.3248 3.8808 1.4673 2.1495 2.2656
CINCO 175 2.1337 4.3874 5.2841 1.2818 2.7536 2.8336
SEIS 225 3.6815 6.2149 5.9381 2.2734 3.7141 3.4394
m 0.0138 0.0272 0.0282 0.0086 0.0162 0.0156
b 0.2309 -0.3031 -0.2240 0.1319 -0.0986 -0.0519
r 0.9536 0.9869 0.9841 0.9575 0.9910 0.9945

m: pendiente, b: intercepto, r: coeficiente de correlacion.

Con la finalidad de determinar qué analito tiene mayor influencia en la disminucion
del coeficiente de correlacion, se evalué la correlacién entre la concentracion y la respuesta
absoluta de MTX, los resultados se muestran en la Tabla 8. Aqui vemos que tanto en area
como en altura de MTX existe una correlacion lineal respecto a la concentracion de MTX.
Lo anterior nos lleva a suponer que la respuesta del El es la causa de la disminucién en la
relacion, de tal modo que se evalud la respuesta absoluta del El. Los resultados de este
analisis se muestran en la Tabla 9, donde se aprecian coeficientes de variacién que van de
12 al 23% para el area del El y del 10 al 21% para la altura del El. Debido a la alta
variabilidad observada en la respuesta del El, se propuso emplear como respuesta del

instrumento, el &rea de los picos correspondientes a la respuesta absoluta de MTX.
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Tabla 8. Evaluacion de la correlacion entre concentracion de MTX y respuesta absoluta de MTX.

Respuesta absoluta: Area MTX Respuesta absoluta: Altura MTX

CALIBRADOR | MTX CURVA1l | CURVA2 | CURVA3 |CURVA1l CURVA2 | CURVA3

(ng/ml)
UNO 25 4227 4167 5921 283 279 294
DOS 75 12123 12031 11503 656 768 674
TRES 100 17541 17820 18194 956 1046 1016
CUATRO 150 25235 27799 26145 1501 1653 1527
CINCO 175 33326 30567 32270 1792 1732 1873
SEIS 225 39742 42143 43241 2137 2351 2497

m 183.0095 | 189.4810 | 189.3000 | 9.7457 10.3076 11.1629

b -843.8571 | -1263.9524 | -783.5000 | 2.6190 16.3810 -81.8571

r 0.9957 0.9978 0.9938 0.9961 0.9970 0.9962

m: pendiente, b: intercepto, r:

coeficiente de correlacion.

Tabla 9. Evaluacion de la respuesta absoluta del EI.

Respuesta absoluta: Area El Respuesta absoluta: Altura El
CALIBRADOR MTX CURVA1l [CURVA2 | CURVA3 | CURVA1l | CURVA2 | CURVA3
(ng/ml)
UNO 25 8236 5789 7461 759 584 621
DOS 75 8807 7326 7947 841 681 704
TRES 100 9378 7855 7316 905 783 699
CUATRO 150 11862 8361 6737 1023 769 674
CINCO 175 15619 6967 6107 1398 629 661
SEIS 225 10795 6781 7282 940 633 726
Media 10757.29 | 7089.43 6760.00 971.43 681.71 651.00
DE 2481.41 851.90 1165.69 205.57 73.83 85.93
CV (%) | 23.07 12.02 17.24 21.16 10.83 13.20

CV: Coeficiente de variacion, DE: Desviacion, El: Estandar Interno

8.2.3. Exactitud

La exactitud se define como el grado de proximidad del valor observado respecto al

valor nominal. Para su evaluacion se prepararon 5 réplicas por cada nivel de control de

calidad. Se considerd aceptable un coeficiente de variacion (CV) < 15% para los niveles

bajo, medio y alto; asi como un CV <20% para el limite de cuantificacion.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la exactitud (considerando como

respuesta el area de MTX), se muestran en la Tabla 10, donde se obtuvo un coeficiente de
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variacion de 36.15% para una concentracion de 25 ng/ml, el cual excede el criterio de
aceptacion establecido en la guia (<20%). Dado que para los siguientes niveles de
concentracion evaluados se cumple con el criterio de aceptacion, es posible concluir que el
método es exacto para cuantificar MTX extraido de lisado de eritrocitos a concentraciones

superiores a 50 ng/ml.

Tabla 10. Evaluacion de exactitud para la determinacién de MTX en lisado de eritrocitos.

Nivel Concentracién Media = DE CV (%) | CA (vs CV) Resultado
CcC (ng/ml) (ng/ml)
LC 25 23.13+ 8.36 36.15 <20% No cumple
Bajo 50 41.04 + 3.30 8.04 <15% Cumple
Medio 125 114.71+10.86 9.46 <15% Cumple
Alto 200 179.94+25.66 14.26 <15% Cumple

CA: Criterio de aceptacién, CC: Control de calidad, CV: Coeficiente de variacién, DE: Desviacion
estandar, LC: Limite de cuantificacion, n=5

8.2.4. Precision

La precision se define como el grado de concordancia entre una serie de mediciones
obtenidas a partir de muestreos multiples. Para su evaluacién se preparan cuatro niveles
de concentracién, con cinco réplicas por cada nivel, durante tres dias diferentes. Como
criterio de aceptacion se admite un coeficiente de variacion (CV) < 15% para los niveles
bajo, medio y alto; asi como un CV <20% para el limite de cuantificacion.

Los resultados obtenidos para la evaluacién de la precision (considerando como
respuesta el area de MTX), se muestran en la Tabla 11. Como se aprecia el criterio de
aceptacion se cumple para los niveles medio y alto, pero no se cumplié a concentraciones
bajas (25 y 50 ng/ml). De estos resultados se puede concluir que el método es preciso para

cuantificar MTX de lisado de eritrocitos a concentraciones superiores a 125 ng/ml.
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Tabla 11. Evaluacion de precisién para la determinacion de MTX en lisado de eritrocitos.

Nivel CC | Concentraciéon | Media+ DE | CV (%) | CA Resultados
(ng/ml) (ng/ml)
LC 25 33.05£9.93 30.05 | <20% | No cumple
Bajo 50 45.48+19.21 | 45.24 | <15% | No cumple
Medio 125 124.87+£14.69 | 11.76 | <15% | Cumple
Alto 200 197.50+£27.08 | 13.71 | <15% | Cumple

CA: Criterio de aceptacién, CC: Control de calidad, CV: Coeficiente de variacién, DE: Desviacion
estandar, LC: Limite de cuantificacion, n=15

8.2.5. Sensibilidad

La sensibilidad permite determinar la concentracion de analito mas baja que se
puede cuantificar en la matriz, con exactitud y precision aceptable. Es por ello por lo que su
valor debe comprobarse experimentalmente, mediante la evaluacion de cinco réplicas en al
menos tres corridas; teniendo un CV <20%. De acuerdo con los resultados obtenidos en las
evaluaciones de precisién y exactitud, se estableci6 como limite de cuantificacion 125

ng/ml.

En adicion, con el objetivo de tener una mejor caracterizacion del método, se
determiné el limite de deteccion basado en la desviacion estandar de la respuesta y la
pendiente de la curva de linealidad, de acuerdo con las recomendaciones de la guia ICH
Q2(R1), 2005. Al aplicar la ecuacién correspondiente: LD=3.3 (0)/S, donde o es la
desviacion estandar de la respuesta (area de MTX) y S es la pendiente de la curva de
calibracion.

Se obtuvo que:

LD = 3.3 (261.72) /187.26 = 4.61

Por lo que se determiné un limite de deteccion tedrico de 4.61 ng/ml.
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8.2.6. Recobro

El recobro se refiere a la eficiencia en el proceso de extraccion de MTX del lisado
de eritrocitos. Aqui se aplica el proceso de extraccion a blancos adicionados a tres niveles
de concentracion y se compara el porcentaje de MTX recuperado respecto a blancos
adicionados después de la extraccion. El porcentaje de recobro no sera del 100%, pero se
espera que sea reproducible en cada nivel.

Respecto a la evaluacion del recobro, los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 12, donde se aprecia un recobro superior entre 67 y 87%. A diferencia de otros
parametros evaluados, aqui la variacion parece no ser un factor atribuible a la concentracion
del analito en evaluacion, sino potencialmente asociado a aspectos de la técnica, como se

discutira en la seccién Discusion de resultados.

Tabla 12. Evaluacion de recobro para la determinacion de MTX en eritrocitos.

Nivel CC | Concentracion | % de recuperacion | CV (%)
(ng/ml) + DE

Bajo 50 87.06+£10.7 12.29

Medio 125 72.73+12.80 17.60

Alto 200 67.77£9.65 14.24

CA: Criterio de aceptacién, CC: Control de calidad, CV: Coeficiente de variacién, DE: Desviacion
estandar, LC: Limite de cuantificacion, n=6

8.2.7. Estabilidad

La estabilidad es una medida de la integridad del analito bajo condiciones
especificas de almacenamiento para intervalos de tiempo dados. Se analizan tres niveles
de control de calidad y se acepta un CV < 15%.

Finalmente, los resultados del andlisis de la estabilidad se muestran en la Tabla 13,
donde se observa que MTX es estable a concentraciones de 200 ng/ml almacenados a -
20°C por 30 dias.
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Tabla 13. Evaluacion de estabilidad para la determinacién de MTX en lisado de eritrocitos
almacenados a -20°C por 30 dias.

Dia 0 (n=6) Dia 30 (n=6)
Nivel | Concentracion
ce (ng/m) | Media£DE | CV | Media#DE| cv | CA | Resultado
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
Bajo 50 59.57+ 24 | 40.28 72.34 £ 27.56 | +15% | No cumple
19.94
Medio 125 132.46 + 10.57 110.93+ 36.82 | £15% @ No cumple
14.01 42.84
Alto 200 218.10 + 10.79 | 21512+ 9.22 | £15% | Cumple
23.54 19.99

CA: Criterio de aceptacién, CC: Control de calidad, CV: Coeficiente de variacion, DE: Desviacion

estandar

A manera de resumen, en la Tabla 14, se muestran los resultados de la validacién

del método bioanalitico. Se destaca la identificacién y diferenciacion inequivoca de MTX y

acido félico, moléculas semejantes estructuralmente y administradas de manera conjunta

en el tratamiento de la AR. Asi mismo, aunque tedéricamente, el método desarrollado

permite la deteccién de MTX a concentraciones superiores a los 5 ng/ml, la cuantificacion

es posible a partir de los 125 ng/ml.

Tabla 14. Resultados de la validacion del método bioanalitico

PARAMETRO

RESULTADO

la. Selectividad

Deteccién de MTX libre de interferencias de matriz.
Deteccion de El (Teofilina) con interferencias en 1/5 de

muestras evaluadas.

1b. Especificidad

Deteccion de MTX y El (Teofilina) sin interferencias con

acido fdlico

2. Curva de calibracion

Ajuste lineal (r>0.99) de 25-225 ng/ml empleando respuesta
absoluta de area de MTX

3. Sensibilidad 125 ng/ml

4. Limite de deteccion 4.61 ng/ml
(Tedrico)

5. Exactitud >50 ng/ml
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6. Precision >125 ng/ml
7. Recobro >67%

8. Estabilidad 200 ng/ml bajo almacenamiento a -20°C por 30 dias.

8.3 Evaluacion de muestras de pacientes con AR

Para verificar que el sistema de medicién funcionaba adecuadamente se evalué la

adecuabilidad del sistema, los datos obtenidos se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados prueba de adecuabilidad del sistema.

COMPUESTO METOTREXATO
PARAMETRO | TR (min) Area Altura
MEDIA 14.73 33056.20 1780.20
DE 0.02 592.91 16.80
CV (%) 0.10 1.79 0.94
CA <2%
RESULTADO Aprobado Aprobado | Aprobado

CA: Criterio de aceptacion, CV: Coeficiente de variacion, DE: Desviacién estandar, TR: Tiempo de
retencion.

Para la evaluacién de muestras primero se corroboré la correlacién lineal entre la
concentracion de MTX (de 50-225 ng/ml) y el area de MTX, obteniendo una r>0.99, con una
p<0.01 (ver Tabla 16). A partir de estos datos aplicé el modelo de regresion lineal para
generar una ecuacion (y=156.87x+4372.7; R2=0.9892) que permitiera calcular la

concentracion de MTX en las muestras analizadas.

Tabla 16. Correlacién entre concentracion y area de MTX *

Area MTX
[MTX] | Correlacién de Pearson .995"
Sig. (bilateral) .000

*. La correlacidn es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Absorbancia (mUA)

Como parte del control de calidad del andlisis de muestras, se evaluaron por
duplicado controles a niveles bajo, medio y alto. Los resultados obtenidos se presentan en
la Tabla 17. Como se puede observar se cumplen con los criterios de aceptacion, lo que

permitié proseguir con la evaluacion de las muestras.

Tabla 17. Evaluacion de los controles de calidad (CC), (n=2)

NIVEL | Concentracién | Concentracidn Rango de Criterio | Criterio
nominal Recuperada variacion 1 2
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Bajo 50 43.45 42.5-57.5 Cumple
50 43.08
Medio 125 121.21 106.25-143.75 Cumple
125 122.90 Cumple
Alto 200 264.76 170-230 Cumple
200 253.17

Criterios de aceptacion: 1. =2 67% de los CC debe ser £ 15% del nominal. 2. = 50% de los CC por
nivel debe ser + 15% de su nominal.

A continuacién, se muestran los cromatogramas de las muestras de pacientes
analizadas (Figura 23). De acuerdo con la prueba de adecuabilidad, el pico de MTX fue
detectado a los 14.7 minutos, bajo esta consideracion se detecté una sefial a este tiempo

en nueve de las diez muestras analizadas (Figura 23b-j).
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Figura 23. Cromatogramas de pacientes con AR. Se detecta MTX en nueve de diez muestras
(Figuras 23 b-d, f, g, i y ), en una muestra no se detecta sefial (Figura 23a) y en dos muestras hay
una sefial por debajo del limite de deteccion de MTX (Figure 23e y h).

La sefal obtenida fue interpolada en la curva de calibracién para determinar la
concentracion de MTX presente en la muestra; los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 18. Como se aprecia, se detect6 MTX en siete de las diez muestras evaluadas; sin
embargo, en todas ellas la concentracion recuperada estuvo por debajo del limite de
cuantificacion.

Tabla 18. Evaluacion de extraccion de MTX en muestras de eritrocitos de pacientes con AR.

Paciente | MTX recuperado (ng/ml) Resultado

P.95 Sin sefial Sin deteccion de sefial
P.97 29.33 Deteccion de MTX, <LC
P.98 74.08 Deteccion de MTX, <LC
P.100 14.41 Deteccion de MTX, <LC
P. 101 ND Sin deteccion de MTX
P.102 33.38 Deteccion de MTX, <LC
P.103 15.96 Deteccion de MTX, <LC
P.104 ND Sin deteccion de MTX
P.105 21.36 Deteccién de MTX, <LC
P.113 87.17 Deteccion de MTX, <LC

ND: No detectado, LC: limite de cuantificacion
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9. DISCUSION
9.1 Desarrollo de método bioanalitico

En la fase de planeacion del proyecto, se propuso el desarrollo de un método
bioanalitico que permitiera la cuantificacion de las formas poliglutaminadas de MTX (MTX-
PG.7), ya que se considera que estas moléculas son las especies activas del MTX en el
tratamiento de la AR. Sin embargo, entre varios factores vinculados a la contingencia
sanitaria derivada del virus SARS-CoV-2, los estandares comerciales de MTX-PG2. no
pudieron adquirirse comercialmente. Como alternativa a ello se evalué la generacion in vitro
empleando como modelo celular a la linea THP-1 diferenciada a macréfagos mediante
PMA. Bajo las condiciones evaluadas, Unicamente se detectd la presencia de MTX, pero
no fue posible la obtencién de sus metabolitos. Aunque también se considero la generacion
a través de la sintesis quimica, el tiempo y las condiciones de trabajo dificultaron el
desarrollo de esta opcion. Es por ello por lo que, finalmente, el proyecto se enfocé en
desarrollar un método bioanalitico para la cuantificacién de MTX en eritrocitos y se evalu6

su aplicacién en muestras de pacientes con AR.

9.1.1 Desarrollo y optimizacién de condiciones cromatograficas

Durante el desarrollo del método cromatogréafico para la deteccion de MTX, se
evalué la composicion de la fase movil, encontrando que la regulacion del pH es un factor
clave para favorecer la interaccién de MTX con la fase mévil. Con base en los resultados
observados al evaluar Agua: ACN como fase movil, se pudo suponer la existencia de una
fuerte interaccion entre MTX y la fase estacionaria. Considerando la disociacion de MTX en
solucion acuosa (Figura 2), a pH 6 el compuesto existirh como un conjugado con carga
negativa, pues a este valor los grupos a- y y-carboxilato, asi como el &tomo N1 del anillo de
pteridina se encuentran mayormente ionizados; lo que permitiria explicar el incremento en
la interaccion de MTX con la fase movil. Asi mismo, la seleccién de este valor de pH estuvo
fundamentada en lo reportado por Rubino FM en 2001, quien menciono que la absorbancia
del cromoforo pteridina incrementa al acercarse mas a un pH neutro y se reduce en un
factor de 2 en pH acido®’ y concuerda con nuestras observaciones de sefiales de absorcion
débiles al evaluar Agua: ACN, que se incrementaron al regular el pH a 6 (Figuras 7-10).
Otro elemento importante en la composicion de la fase movil es la polaridad, donde su
disminucidn, proporcionada por el incremento en la concentracion de acetonitrilo disminuye

el tiempo de retencion de MTX. Una conducta semejante fue reportada por Wu y
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colaboradores en 20214, quienes observaron que la disminucion en la polaridad de la fase
movil, al incrementar el componente organico (en su caso metanol), también ocasionaba
una disminucién en el tiempo de retencion y aumentaba la resoluciéon de MTX.

Por su parte, la evaluacion del incremento en la carga de carbono (de un 15 a un
18%) en la fase estacionaria, permitié mejorar la resolucion del pico. Dado que se sabe que,
en fase reversa, el incremento en el porcentaje de carbono presente en la superficie de la
silice de la columna proporciona una superficie mas hidrofébica®, se considera posible que
el favorecimiento de las interacciones hidrofébicas entre MTX y la fase estacionaria, de
algun modo, ayudaran a mejorar la forma del pico.

Con respecto al sistema de deteccion empleado, se optd por evaluar el uso de un
detector ultravioleta (UV) debido a tres razones. Primero, a pesar de que existen otros
detectores con mayor sensibilidad (EM y fluorescencia), su empleo requiere el uso de
estandares internos marcados con is6topos estables o de la extraccién en fase sdlida (para
EM), asi como aditamentos adicionales para la derivatizacion (caso del detector de
fluorescencia); lo que incrementa el costo del andlisis y a su vez compromete el desarrollo
de la metodologia de manera rutinaria en la practica clinica. Segundo, MTX es una molécula
que posee un anillo de pteridina en su estructura, el cual es responsable de la absorcion
UV. Tercero, en un articulo de revisiéon se reporté un limite de deteccién para MTX entre
20-200 nM para muestras bioldgicas®’. Asi mismo, recientemente se publicé un articulo que
emplea HPLC-UV para cuantificar MTX con un limite de cuantificacién de 50 ng/ml®. En
ambos casos la identificacion de MTX se dio dentro del rango establecido para las
concentraciones reportadas de MTX en eritrocitos, Tabla 1 (0-50 ng/ml). De este modo se
considero posible el uso de un detector UV.

La longitud de onda se seleccion6 con base en el método farmacopeico para la
cuantificacion de MTX en tabletas (302 nm)®3. Se encontré que el uso de un detector UV-
longitud de onda variable en comparacion con un detector UV-arreglo de diodos, favorece
la sensibilidad al detectar MTX. Sin embargo, se observaron diferencias en el tiempo de
retencién de MTX. Ademéas del equipo, el andlisis se realizo en dias diferentes, lo que influyo
en el uso de diferentes preparaciones de fase mavil. A pesar de ello, el procedimiento de
preparacion, reactivos e instrumental empleado para la preparacion de la FM fue el mismo.
Dado que las demas condiciones se mantuvieron igual entre ambos analisis. se considera

gue Unicamente el cambio de equipo es la causa de esta variacion.
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9.1.2 Seleccion del estandar interno

Especial atencion merece la seleccion del estandar interno, debido a que no se
consideré la semejanza estructural respecto a la molécula de MTX como criterio principal
para su eleccion. Esto repercute al no ser de utilidad para reflejar la efectividad del proceso
de extraccion del analito de interés, aunque si permite evaluar errores asociados a la
inyeccion®2. Cabe mencionar que, por otro lado, si se consideraron otros criterios para
seleccionar el estandar interno del método bioanalitico, tales como la ausencia de la
molécula en la muestra biol6gica y la deteccion bajo las condiciones cromatograficas
desarrolladas.

Otro aspecto que se considerd en la seleccion del El fue mantener un factor de
selectividad (a)>1 entre los tiempos de retencion para el El y el MTX, de manera tal que se
permitiera la posible evaluacion de las formas poliglutaminadas del farmaco. En
concordancia con el modo de separacion (FR), era I6gico considerar que la adicién de
residuos de acido glutdmico al MTX incrementaria los grupos ionizables a pH 6.0y, por lo
tanto, incrementaria la polaridad de los metabolitos; por lo que se esperaba que redujera el

tiempo de retencién, con respecto a la forma basal del MTX.

9.1.3 Extraccion de MTX de lisado de eritrocitos

Referente al proceso de extraccion de MTX a partir del lisado de eritrocitos, se
plante6 como primera opcion una extraccion en fase sdlida, con la finalidad de tener una
muestra mas limpia y concentrada, ventajas observadas en el analisis de muestras
biol6gicas donde la matriz es suero o plasma®®; sin embargo, en la evaluacién experimental
no se logré que la muestra fluyera por el sorbente desde la etapa de carga. Entre los
estudios desarrollados para la cuantificacion de MTX en eritrocitos, referidos en la Tabla 3.
Metodologias para la cuantificaciéon de MTX-PG en sangre, Unicamente van Haandel, en
2009, report6 el uso de un método donde como pretratamiento de la muestra se realiza una
hemdlisis con agua, seguida de una precipitacion de proteinas con acido perclérico al 70%
y una EFS; pero no se menciona algun problema semejante al nuestro. Buscando en la
literatura especializada, se encontré un estudio publicado por Parent y colaboradores, en
2016, donde desarrollan un método para cuantificar el péptido LR12 en sangre total por
CLAR-FR. En este método también se aplica un paso previo de precipitacion de proteinas
con &cido tricloroacético al 10% y posteriormente la EFS. Tomando esto en consideracion,

la diferencia encontrada al desarrollar nuestra técnica de EFS, fue la ausencia del paso
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previo de precipitacion de proteinas, lo cual pudo haber condicionado la obstruccién de los
poros del sorbente empleado (Cis). Cabe mencionar que la obstruccion de columnas Cis
por muestras de sangre, ha sido reportado previamente por Parent y colaboradores®.

Debido a lo anterior se propuso como alternativa la extraccién liquido-liquido. Como
método de cribado y dado el conocimiento existente en el desarrollo de métodos
bioanaliticos en plasma respecto a eritrocitos, se seleccion6 el plasma humano como matriz
biolégica para evaluar el método de extraccion que presentara menores interferencias. Con
la ELL-AP, Unicamente se asegura la precipitacion de proteinas y su separacién mediante
centrifugacion; sin embargo, en el sobrenadante pueden quedar una diversidad de
sustancias miscibles; lo que explicaria los multiples picos observados en el blanco. En la
ELL-ACN se utiliza ACN como solvente para precipitar proteinas, presentando la ventaja
de que MTX es soluble en él, y adicionalmente se adiciona cloroformo, con la intencion de
disminuir la cantidad de lipidos en la muestra. Aunque el método ha sido utilizado para el
monitoreo terapéutico de MTX en plasma® y presenta menores interferencias, los
porcentajes de recobro obtenidos y la alta variabilidad condicionan su aplicacion en
eritrocitos. Finalmente, el método seleccionado ELL-MCA, presenta como ventajas la
precipitacion de proteinas con metanol y su separacion tras un proceso de centrifugado, la
extraccion de MTX en la fase agua-metanol y la disminucién de lipidos en la fase de
cloroformo. Con la finalidad de concentrar la cantidad de MTX recuperado, se recurre a un
proceso de eliminacién del solvente mediante la aplicacion de un bafio de agua y bajo
corriente suave de nitrégeno.

Referente a teofilina, se sabe que es soluble en metanol, cloroformo y agua; por lo
gue, al aplicar el método de extraccién, este analito puede distribuirse a diferentes
proporciones en los solventes, lo que podria contribuir a explicar la alta variabilidad

observada en el andlisis de linealidad durante el estudio de validacion.

9.2 Validacion de método bioanalitico

La validacion de un método bioanalitico demuestra que el método es adecuado para
el andlisis de las muestras de estudio, ya que permite asegurar la confiabilidad y
reproducibilidad de los datos obtenidos®34°, A pesar de que esta actividad esta regulada
para sectores como la industria farmaceéutica, la situacion en entornos clinicos hospitalarios
y de investigacion parece ser diferente, y aparentemente, alin no es un requisito en los

estudios publicados en la literatura especializada. De esa manera, de las 13 referencias
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analizadas, solo en 6 articulos se reporta el uso de una guia para la validacion del método
bioanalitico, siendo la guia publicada por la FDA la Gnica que se emplea; sin embargo, so6lo
cinco de los estudios reportan los resultados obtenidos en la evaluacién de los parametros
de desempefio sugeridos. En las publicaciones restantes, aungque si bien se hace referencia
a parametros de validacion y la metodologia empleada para su evaluacion, no especifican
el documento de referencia ni los criterios de aceptacion utilizados. Como se mencioné
anteriormente, solo cinco publicaciones reportan resultados de validacion del método
bioanalitico, dos de las cuales emplean CLAR con deteccién por Fluorometria (CLAR-F)%354
y tres de ellas CLAR con deteccién por espectrometria de masas-ESI (CLAR-EM)%6:48:49,
Por otra parte, se ha reportado el uso de CLAR con detector UV para la identificacion de
MTX en muestras biolégicas®”°, con un limite de deteccion de 20 nM aplicando un paso de
precipitacion de proteinas®’. Dado que se han observado concentraciones intracelulares de
MTX de 0-100 nM, se consider6 la posibilidad de emplear CLAR-UV para la cuantificacion
de MTX en eritrocitos de pacientes con AR. Asi mismo, recientemente se ha publicado un
método que reporta la cuantificacion de MTX en experimentos de permeacion in vitro con
un limite de cuantificacién de 50 ng/ml®, respaldando su posible uso para la cuantificacién
a bajos niveles de concentracion.

Para el caso del presente método bioanalitico, durante la evaluacién de la
selectividad se detect6 la presencia de sefiales en los blancos de eritrocitos de donadores
aparentemente sanos, sin embargo, se determind que estas sefales no interfieren con los
TR del El (teofilina) ni de MTX, dando blancos libres de interferencias endégenas; de
manera semejante a los métodos anteriormente desarrollados que emplean CLAR-F y
CLAR-EM. Por otro lado, una de las ventajas de nuestra metodologia es que permite la
deteccién de MTX en presencia de &cido félico, farmaco coadministrado en el tratamiento
de pacientes con AR, cuya evaluacion conjunta no ha sido reportada en los métodos
anteriores.

De acuerdo con rango de concentraciones esperadas para MTX (0-50 ng/ml), se
propuso la evaluacion de MTX en un rango de 25-225 ng/ml. En la curva de calibracion se
determiné una correlacion lineal entre la concentracion y area de MTX; sin embargo,
también se detectd una alta variabilidad en la respuesta de teofilina. Respecto a la
eliminacion del estandar interno en la cuantificacién de MTX, Quatrrocchi debate la utilidad
del uso de un estandar interno, mencionando que es de gran ayuda para minimizar errores
de dilucion; sin embargo, “en procesos de extraccion puede empeorar resultados en lugar

de mejorarlos, lo que en ciertos casos los vuelve innecesarios”. Asi mismo recomienda
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evaluar la utilidad en cada caso particular®. Asi mismo, de las metodologias presentadas
en la Tabla 1. Metodologias para la cuantificacion de MTX y MTX-PG en sangre; que
emplean CLAR-F, no reportan el uso de una sustancia como estandar interno. El dejar de
usar el estandar interno implica que no se podra caracterizar si el pretratamiento de la
muestra tuvo algun efecto sobre la concentracién del analito. Tomando en consideracion
estas observaciones, se propuso no emplear El en el analisis cuantitativo. Sin embargo,
otras de las alternativas para solucionar este inconveniente serian evaluar el uso de otras
moléculas como El (por ejemplo, aminopterina, cuya estructura quimica es semejante a
MTX, no se encuentra en el organismo y esta disponible comercialmente) o evaluar otros
métodos de cuantificacién (estandar externo o estandar agregado).

En relacion con la exactitud del sistema se observd un elevado coeficiente de
variacion (36.15%) a una concentracion de 25 ng/ml (nivel inicialmente propuesto para
evaluarse como limite de cuantificacion), ademas de la inconsistencia en la deteccién de la
sefial en este nivel, también se observé que no era facilmente distinguible del ruido. En la
evaluacion de la precision, la elevada variacion no sélo se presentd a los 25 ng/ml
(CV=30.05%), sino que también se observo una gran variacion a una concentracion de 50
ng/ml (CV=45.24%), lo que determiné que el limite de cuantificacion (LC) se estableciera
en 125 ng/ml.

Respecto a la sensibilidad, a pesar de que inicialmente se habia decidi6é evaluar 25
ng/ml como posible limite de cuantificacion, dado que la guia define al LC como la menor
concentracidon con exactitud y precision aceptables, se determiné experimentalmente que
ambas condiciones se cumplian Gnicamente a 125 ng/ml (equivalente a 275 nM), por lo que
este valor se establecié como LC. 275 nM esta por encima de lo reportado para los métodos
CLAR-F (LC=5 nM) y CLAR-EM (LC=1 nM). Sin embargo, cabe mencionar que de manera
experimental no se evaluaron concentraciones intermedias entre 50 y 125 ng/ml, por lo que
es posible que el limite de cuantificacion se encuentre en un valor intermedio, siendo
necesario una evaluacion experimental para confirmar esta idea. En cuanto al limite de
deteccién, cabe mencionar que se obtuvo de manera teorica a partir de metodologias
usadas en la validacion de métodos analiticos. Sin embargo, en los métodos bioanaliticos
la matriz presenta mayores "contaminantes”, lo que puede incrementar el ruido de la linea
base y es por ello que el valor obtenido difiera enormemente respecto al limite de
cuantificacién obtenido de manera experimental.

En cuanto al recobro se observé una disminucidn en el porcentaje de recuperacion

de MTX conforme incrementaba la concentracion de este analito, contrario a lo reportado
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por Wu y colaboradores en 2021. Asi mismo la variabilidad observada fue mayor respecto
a los analisis anteriores para los tres niveles evaluados. Sin embargo, esta variabilidad
puede ser explicada por el nimero de muestras evaluadas (n=6), y posiblemente
incrementando el nimero de muestras esta variabilidad se disminuya.

En la estabilidad (evaluada bajo un almacenamiento a -20°C por 30 dias) se observo
un incremento en la media a los 30 dias de almacenamiento para una concentracion de 50
ng/ml (59.57 ng/ml vs 72.34 ng/ml), mientras que a concentracion de 125 ng/ml la
concentracion disminuy6 (132.46 ng/ml vs 110.93 ng/ml); sin embargo, los datos muestran
una alta variabilidad (27% y 36%, respectivamente), ver Tabla 11; debido a la cual, no se
puede hablar de una influencia de la concentracion sobre la estabilidad de MTX. Para el
nivel de 200 ng/ml la variabilidad cumple con el criterio de aceptacion, y aunque se observa
una disminucion en la media, esta disminucién no es estadisticamente significativa
(p=0.4361, prueba T-pareada). Lo anterior nos llevé a concluir que MTX Unicamente es
estable en el lisado de eritrocitos a concentraciones de 200 ng/ml, bajo un almacenamiento
a -20°C durante 30 dias. La comparacién de los datos obtenidos con los estudios previos,
donde se ha comprobado la estabilidad de MTX por tres meses?*®484° y seis meses®*, bajo
un almacenamiento a -80°C, nos lleva a pensar en la posible influencia de la temperatura
sobre la estabilidad de MTX, por lo que se recomienda realizar la extraccién y andlisis
CLAR-UV de MTX en eritrocitos, casi de manera inmediata a la obtencién de la muestra.
Asi mismo seria deseable una evaluacion de los ciclos de congelacién-descongelacion a

los que puede estar sometida la muestra desde su toma hasta su analisis.

9.3 Evaluacion de muestras de pacientes con AR

Conviene mencionar que la evaluacion de muestras eritrocitarias de pacientes con
AR, mediante este procedimiento bioanalitico, tuvo como objetivo realizar un estudio piloto
que nos permitiera evaluar la factibilidad de la aplicacion de la metodologia en un estudio
clinico posterior. En ese sentido, la finalidad no fue la cuantificacion de MTX o aportar
informacion al médico sobre la adherencia de los pacientes. Asimismo, el realizar este
estudio piloto, nos permite identificar las debilidades del procedimiento de procesamiento y
almacenamiento de muestras sanguineas para su evaluacion bioanalitica. En ese rubro hay
gue hacer mencion de que es preciso llevar a cabo un conteo de eritrocitos de las muestras
de sangre de los pacientes previo a su congelacion, permitiendo equiparar los resultados

con la metodologia bioanalitica aqui validada.
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De las muestras analizadas, en el caso del paciente 95, no se detect6 sefial en la
region de MTX ni en la region de teofilina. La no deteccién de sefial en la zona de teofilina,
si bien no es de utilidad en el analisis cuantitativo, de manera cualitativa, podria ser
sugerente de una afectacion del proceso de extraccion o inyeccion de la muestra, siendo
recomendable la repeticion del andlisis de la muestra.

En el caso de las muestras 101 y 104, no se detecta MTX, y para las muestras
restantes, a pesar de detectar una sefial en el tiempo de retencién de MTX y poder calcular
la concentracion con el modelo de regresién, la cantidad obtenida se encuentra fuera del
limite de cuantificacibn de MTX, por lo que no se puede asegurar la exactitud del valor
obtenido.

Por otro lado, se puede observar en las Figuras23b a 23] la presencia de 2-3 picos
en la region entre 10 y 13 min del cromatograma, que no se habian observado previamente
en las muestras de eritrocitos de donadores aparentemente sanos y que potencialmente
podrian constituir las formas poliglutaminadas del MTX. Sin embargo, como se explico
antes, sin un estandar no se puede confirmar su identidad.

En conclusion de esta seccién, se puede confirmar que la presencia de MTX es
identificable por este metodologia, sin embargo, es necesario incrementar la sensibilidad
de la técnica y ajustar las condiciones de almacenamiento de las muestras sanguineas de

pacientes para poder obtener resultados cuantitativos.

9.4 Monitoreo de MTX en pacientes con AR

Como se describié en la Introduccion, dado que la AR es una enfermedad crénica su
tratamiento farmacolégico requiere un nivel elevado de adherencia terapéutica por parte del
paciente. Varios estudios previos, mediante pruebas indirectas, han demostrado que la
adherencia del paciente hacia el MTX es muy heterogénea, pudiendo ir desde un 9% hasta
un 87%. Importantemente, estudios previos han evidenciados que los niveles de adherencia
terapéutica altos coinciden con mejor respuesta al tratamiento y disminucion de la actividad
clinica de los pacientes con AR. Sin embargo, estos estudios comdnmente ocurren en
paises desarrollados. Por su parte, en paises con medios o bajos ingresos, como el nuestro,
los estudios de adherencia han evidenciado un bajo a medio nivel de adherencia, donde
fundamentalmente existe una mezcla de factores tanto socioeconémicos como propios del
paciente y que limitan en gran medida la posibilidad de alcanzar niveles de respuesta

terapéutica elevada.
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Otro de los inconvenientes reportados por los reumatoélogos, es la sobreestimacion de
la adherencia debido a las herramientas limitadas para evaluar el apego al tratamiento
farmacoldgico; ya que ellos recurren a la pregunta directa al paciente o a su cuidador para
saber si el paciente ha tomado la medicacion de manera adecuada®. En ese sentido el
método desarrollado es un primer paso para generar una herramienta objetiva y accesible,
gue aporte al médico mas informacidn sobre la adherencia y metabolismo de MTX, con la
finalidad de ser un apoyo en la toma de decisiones para optimizar el tratamiento del paciente
con AR.

Aunque en la etapa de validacion del método desarrollado se demostré la capacidad
para la deteccién y cuantificacion de MTX, en un analisis preliminar de muestras sélo se
comprobd la capacidad de deteccién de MTX; por lo que antes de poder ser empleado en

un entorno clinico se requieren mas analisis supliendo las limitaciones del estudio.

9.5 Limitaciones del estudio

Las dificultades encontradas durante el desarrollo del proyecto pueden agruparse
en tres rubros, aquellas relacionadas con los reactivos, las inherentes al método
desarrollado y aquellas presentadas en el andlisis de muestras de pacientes con AR.

Dentro del primer rubro, dado que no fue posible conseguir los estandares de las
formas poliglutaminadas del MTX, tampoco fue posible confirmar que el método
desarrollado nos permita la identificacion de los metabolitos activos del MTX y por
consiguiente la evaluacién de su presencia en las muestras analizadas, provenientes de
pacientes con AR. Otra de las limitantes fue la seleccion del estandar interno, pues a pesar
de que varias sustancias fueron probadas, se observaron interferencias en la matriz (4-
nitrobenzofenona) o una alta variabilidad en su respuesta (teofilina). Para el caso de la
teofilina otra de las limitaciones presentadas fue que, el polvo obtenido a partir de la
extraccion de tabletas no pudo ser valorado respecto a una sustancia de referencia (Sref).

Respecto a las limitaciones inherentes al método, tenemos aquellas relacionadas
con el proceso de extraccion de MTX del lisado de eritrocitos y aquellas relacionadas con
el sistema cromatografico. En el primer caso, durante el proceso de ELL, la evaporacion del
eluido (metanol-agua) requiere de un tiempo considerable para su evaporacion (>45 min),
ademas de que tiene que realizarse bajo una atmdésfera de nitrégeno. Lo anterior condiciona

el tiempo de analisis de un lote de muestras, requiriendo dedicar al menos un dia al proceso
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de extraccion y otro dia a la evaluacion en el sistema por CLAR-UV. Asi mismo, el empleo
de nitrégeno incrementa el costo de analisis de las muestras.

En relacién con el sistema cromatografico, como se menciond anteriormente, el
limite de cuantificacién del método desarrollado (125 ng/ml equivalente a 275 nM) es
superior respecto a los métodos previamente reportados (5 nM para CLAR-F y 1 nM para
CLAR-EM). Esta caracteristica esta relacionada con el detector empleado (UV), el cual
posee una menor sensibilidad en comparacién a las otras técnicas de deteccion empleadas:
fluorescencia y espectrometria de masas. Lo anterior repercute de manera significativa,
dado que las concentraciones de MTX esperadas oscilan entre los 15 nM y los 93 nM (0-
50 ng/ml) 131448505254 " Gin embargo, es importante mencionar que estas variaciones en los
niveles intracelulares de MTX, dependen de multiples factores como la dosis y el tiempo de
administracion de MTX*3, polimorfismos en la enzima FPGS*®, edad, sexo o funcion renal®®.
Aunado a esto, hay que considerar que se espera que las formas poliglutaminadas
reduzcan la presencia de MTX, por lo que se esperaria encontrarlo en una menor
concentracion respecto a sus metabolitos.

Finalmente, dentro de las limitaciones presentadas en el andlisis de muestras
provenientes de pacientes con AR, se encuentra la procedencia éstas. Derivado de la
emergencia sanitaria ocasionada por el virus SARS-CoV2, asi como del desabasto de MTX,
el contacto con pacientes con AR bajo administracion de MTX se vio interrumpido, por lo
cual las muestras se tomaron de un biobanco. Debido a lo anterior, el almacenamiento de
los eritrocitos estuvo sujeto a un resguardado a -80°C, sin embargo, se desconoce el tiempo
de almacenamiento; y nuestro estudio de validacién Gnicamente nos permite respaldar una
estabilidad por 30 dias bajo un almacenamiento a -20°C. Otra de las limitaciones es que no
se tiene la certeza del protocolo de administracion de MTX bajo el que estuvieron los
pacientes ni se tiene conocimiento de su nivel de adherencia al tratamiento. Aunado a lo
anterior, tampoco se conocia el nimero de eritrocitos/ml de cada muestra; mientras que en
la etapa de validacion todas las muestras fueron normalizadas a una concentracion de
5,000,000/ml.
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10. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una metodologia bioanalitica, empleando CLAR-UV (FR) para
la deteccion de MTX a bajas concentraciones (ng/ml). También fue posible obtener un
método de extraccion de MTX de un lisado de eritrocitos empleando una extraccion liquido-
liquido en combinacion con una precipitacion de proteinas, mediante el método Metanol-
cloroformo-agua. El estudio de validacion para la cuantificacion de MTX mostré que el
método esta libre de interferencias en la region de MTX; permite la diferenciacién de acido
félico (medicacion concomitante); presenta una correlacion lineal entre la concentracion y
el area de MTX, lo que permite el empleo de un modelo de ajuste lineal en un rango de
concentracion de 25 a 225 ng/ml. Asimismo, permite calcular de manera exacta,
concentraciones de MTX >50 ng/ml y de manera precisa, concentraciones de MTX >125
ng/ml; posee un limite de cuantificacion de 125 ng/ml y teéricamente un limite de deteccion
de 4.61 ng/ml. El recobro observado es superior al 65% y se comprobé una estabilidad a
concentracion de 200 ng/ml durante almacenamiento a -20°C por 30 dias. En estas
condiciones y considerando que los niveles intracelulares reportados para MTX varian entre
0-50 ng/ml, al momento actual ain no es posible emplear esta metodologia en la
cuantificacién de las concentraciones de MTX en pacientes con AR. En ese sentido, la
evaluacién preliminar de MTX en los eritrocitos de muestras de pacientes con AR mostro
que es posible identificar la presencia del farmaco en un alto porcentaje de las muestras
clinicas. Sin embargo, debido a las limitaciones de sensibilidad, no fue posible determinar
su concentracion intracelular.

Finalmente, seria deseable que la presente metodologia mejore en los aspectos de
sensibilidad y estabilidad de la muestra. Asimismo, un aspecto que también podria
evaluarse es la concentracién de muestra por empleo de otros sistemas de extraccion de

fase solida.
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11. PERSPECTIVAS

Dentro de las caracteristicas que podrian mejorarse en el método desarrollado se
encuentran la evaluacion de otras sustancias como estandar interno, destacando la
aminopterina, compuesto estructuralmente semejante a MTX, disponible comercialmente y
ausente en el organismo.

Otro de los aspectos relevantes es el andlisis de estandares de las formas
poliglutaminadas de MTX, por un lado, es necesario evaluar su deteccion bajo las
condiciones cromatogréficas desarrolladas, y una vez detectadas, optimizar las condiciones
operativas para obtener una resolucion adecuada entre el farmaco, metabolitos y estandar
interno, dentro del cromatograma. Por otro lado, también se requiere conocer su estabilidad
al almacenar, aplicar el proceso de extraccion y durante su manipulacién en el andlisis
cromatogréfico.

Asi mismo, seria de utilidad evaluar el método desarrollado empleando muestras de
pacientes con AR bajo tratamiento controlado con MTX, tomadas recientemente o

resguardadas bajo las condiciones de almacenamiento evaluadas.
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ANEXO |

a) Obtencion de MTX como materia prima

Durante la fase de desarrollo y optimizaciéon del método cromatogréfico para la
deteccidén de MTX, se utilizé6 MTX extraido de tabletas comerciales [Tabletas de MTX 2.5
mg (Karxitran®, lote AX18007)], cuya valoracién se desarrollé mediante la cuantificacién de
éste, utilizando una SRef de MTX (estandar de referencia USP, pureza= 99.7%, lote
R020L0). Para ello se trituraron 10 tabletas comerciales de MTX hasta polvo fino y se tomo
el equivalente a 5 mg de MTX, el cual se deposité en un matraz volumétrico de 50 ml y se
agregaron 40 ml de una solucién 90% citrofosfato 0.025 M, pH 6:10% ACN. Posteriormente
se aplicéd un bafio de ultrasonido durante 20 minutos, se aforé con la solucion anterior a 50
ml y se llevd a cabo una filtracion mediante un filtro de nylon de jeringa de 0.45 uym. El
extracto obtenido se mantuvo en refrigeracion y cubierto de la luz hasta su empleo para los
analisis en CLAR-UV. La valoracion indico la presencia de 0.268 mg de MTX en 2 mg del
polvo extraido de MTX.

b) Obtencion de Teofilina como materia prima

Para la obtencion de tedfilina se emplearon tabletas de teofilina 100 mg (Pharmafil®
LP, lote 2102666), de las cuales se tritur6 media tableta hasta obtener polvo fino, el cual se
disolvio en 12 ml de metanol, se aplico ultrasonido por 10 minutos y se adicionaron 2 ml
mas de metanol. La mezcla se centrifugd a 6000rpm por 10 minutos, se recuper6 el
sobrenadante y se evaporé en un rotavapor con un bafio de agua a 36°C. El polvo obtenido
se resuspendid en acetona y el solvente se dejé evaporar a temperatura ambiente durante
24 horas. El polvo blanco cristalino obtenido se almacend en un tubo Eppendorff a

temperatura ambiente.
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amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANA VICTORIA HERNANDEZ TORRES | Fecha:2022-03-08 02:03:24 | Firmante
mdOf2HVPRNEHNS8bjO35xkXIPrdaz5NGQRAMVIi2054IHrOG2q9btjwOdpppGM/NENH/67V7XDCurXN3BswkvnUVb40G3Kkp46bTpfnS4yOuCulyzfGs/+Y75N8vVC56afylVvdw
DpFGR6H6fxcUTVekNrFz+JT6yT72SKfBgRD8Xe6uOcvuvmMXmyZuHyv3PMzBBIWLIuBnucNOeKhr3kCaE5JezSJIGY5fC3ZhI2fPpGeBWBZhspboPfOhUL8cKbZdXoHglZnQcyd
FytANEyfgLoF4rq80ZHNKA/BZBtmyjgSuvWCe1Q32cRAV1Qiq0f4PZcshkmfM5ny7L9LHUCA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

TclHANnfga

https://efirma.uaem. mx/noRepud|o/vxZMEEJBAOyaT2Ezps4PoD7HSBWZKnNI
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DIANA LIZBETH GOMEZ GALICIA | Fecha:2022-03-07 08:42:40 | Firmante
L6sDXEud4ubPLBUJNt8klI1e+F+5WUe3b/Lcoxb9+NdxB40InWYJZOEzCWRxr+PnHKkZjNmKuQwMOJ7U7V+AQHNERMzRUHP3PKgIk9ZT8r50BI3UdjOd7I13Kv/RNPLVMNBKkdfs|
JJIpWQgSSLu660fTYkgl1+1lY6017CZE00zBY99CqV350I+qlyUk3Gr3VKG2lwhk53VCA3wx7q919ytdx7X0askpSj1QfeY GFHUfjJWv+Nh3M;jib89Z3PeQCC8dUzHP/4wbIJwGT8BZIrl
nZlyPUPpmbT11liZzal/A2MQRaC//nEvwcUqs6RevOQFU4Tnh2pbN9aBx00adK1Yb0zQmg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

RYOiLzIgf

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/PhmgVRQoMyDvkHJgo6bKBHIRXQv1tlJ9
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
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LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JOSE LUIS MONTIEL HERNANDEZ | Fecha:2022-03-04 20:28:28 | Firmante
W+kNU5am2nzGZmNFIZCOpF20kA+k1k5Gu77dx5i1907juZ6LaZvGtREb46xKDR3HK41cP9Xx69u2xIreOWIOS8KybT8TxXkIVtIF/Hb13YnRrzYRUBBPhTqghHSFO+Eiw/CtYNKYv
WLA4p9bwC//GEMiZzeBNwWQkXyGC6xJzrVjBaJ+ulBx2rhzXZdIN7tSBEC6UYIRQSSGRN7he0OF/OUh+mg2p4mY3GRdtPcj88sLlyHnFEMrCalw9I36RejdHPKuVYkuBvTUPUOO2
UlGHUtk7mSvdASZWMQc+VHIdnIIITHV/ZHWYw70lFA0q56yH8QsyEUyC7vroWajnzHSe2Wgg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

F2WdpjSG8

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/XNOgcNPV03ToxB2EySQgZ0dXWMYhq7k4
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