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RESUMEN

La infeccién en el entorno hospitalario es a dia de hoy uno de los mayores
desafios en el ambito sanitario. La elevada incidencia a nivel mundial en la
apariciéon de estas infecciones incrementa la tasa de morbimortalidad y el gasto
sanitario, y es considerado un problema de salud publica. Las infecciones tanto en
pacientes criticos como oncohematoldgicos trasplantados presentan una incidencia
elevada y se asocian a un incremento en la tasa de mortalidad hospitalaria. El
tratamiento de estas infecciones se basa en el uso racional de antimicrobianos
como antibacterianos y antifingicos capaces de eliminar al patdégeno. Las pautas
empleadas para la dosificacién de antimicrobianos en este tipo de pacientes pueden
no ser adecuadas, ya que éstas derivan de estudios realizados con sujetos sanos
con caracteristicas diferentes a las de los pacientes a tratar. Esto puede dar lugar a
concentraciones inadecuadas de farmaco en el organismo, con consecuencias no

deseadas.

La optimizacidn de estas terapias mediante la individualizacién posoldgica es
un objetivo en el tratamiento de estas infecciones. Asi, la implementacién de
programas para la monitorizacidon de antimicrobianos y su estudio farmacocinético
ha demostrado ser efectiva en este tipo de pacientes. Para conseguir este objetivo,
existen guias publicadas por parte de diferentes sociedades cientificas que
recomiendan el empleo de métodos validados basados en cromatografia de liquidos
de alta resolucion que sean capaces de dar un resultado analitico con rapidez para
ser Utiles en el ambito asistencial (~24 h desde la extraccion de la muestra hasta la

notificacién de los resultados analiticos).

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el desarrollo, puesta a punto y
validacion de métodos cromatograficos ajustados a propdsito para la monitorizacion
de antimicrobianos de interés en muestras de plasma de pacientes tratados en el
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Los antimicrobianos monitorizados
incluyen antibacterianos (meropenem, piperacilina, ceftolozano combinado con
tazobactam y amikacina) y antifungicos (voriconazol, caspofungina vy

anidulafungina).

Se realizd una validacién completa de las caracteristicas analiticas de cada
uno de los métodos desarrollados siguiendo las recomendaciones descritas en la
guia publicada por la Agencia Europea del Medicamento. Los métodos
cromatograficos desarrollados y validados en la presente Tesis Doctoral se
emplearon en la monitorizacion clinica de pacientes bajo tratamiento
antimicrobiano, asi como en el estudio del perfil farmacocinético de ciertos

antimicrobianos en pacientes sometidos a técnicas de depuracidén extracorporea.
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Introduccion

La infeccion se define como el proceso en el que un microorganismo invade
a otro organismo llamado hospedador y se multiplica en sus tejidos. Puede llegar a
ser clinicamente imperceptible o, por el contrario, puede dar lugar a un dano celular
a nivel local debido a la accion de toxinas, a la replicacién intracelular o a una
respuesta inmunitaria exacerbada [1]. El proceso de la infeccidon se basa en una
serie de eventos bien organizados que pueden dar lugar a la destruccién de los
tejidos del hospedador o incluso a la muerte de este ultimo. La gravedad de una
infeccién depende del microorganismo involucrado en la infeccion, del lugar donde

se localiza la misma y de las caracteristicas intrinsecas del hospedador.

Los microorganismos presentan ciertas caracteristicas generales como una
elevada transmisibilidad y adherencia a células del hospedador, capacidad para
invadir sus tejidos y drganos, asi como para evadir su sistema inmunitario. Se
entiende por invasién al proceso en el que microorganismos con capacidad
patégena frente al hospedador penetran en sus células o tejidos y llegan a

diseminarse dentro del organismo.

Segun Bone y col., la sepsis se define como la respuesta inflamatoria
sistémica en el organismo hospedador frente a la infeccion causada por un
microorganismo. La enfermedad y sus secuelas se manifiestan como estadios
progresivos de un mismo proceso, en el cual la respuesta del hospedador a la
infeccion da lugar a una reaccion inflamatoria generalizada de 6rganos distantes a
la lesion inicial que puede incluso provocar una disfuncion multiorganica [2].
Cuando la sepsis va asociada a esta disfuncion, hipotension arterial e hipoperfusion,
se habla de sepsis severa [3-5]. Igualmente, se define el choque séptico como el
cuadro de sepsis severa que cursa con hipotension arterial que no responde a
reanimacion mediante fluidos de reposicion [3], Yy que requiere del empleo de

farmacos vasopresores [4, 6].

La sepsis es un problema importante, ya que representa aproximadamente
la décima causa de muerte en los paises industrializados, y la principal causa de

muerte en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) [7].

I.1.- Epidemiologia de la infeccion en el ambito hospitalario

La infeccién en el ambito hospitalario, también denominada infeccién
nosocomial, es a dia de hoy uno de los mayores problemas en el dmbito sanitario.
Se estima que entre siete y diez de cada cien pacientes hospitalizados pueden
adquirir infecciones [8-9]. Segun los estudios de extensién realizados tanto en

Estados Unidos como en Europa recientemente, se ha calculado una incidencia en la
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aparicién de infecciones hospitalarias que puede oscilar entre 13-20 episodios cada

1000 dias, por cada paciente hospitalizado [10].

Este problema de gran relevancia afecta a un elevado nimero de pacientes
a nivel mundial, lo que incrementa significativamente tanto la tasa de mortalidad
hospitalaria como el gasto econdmico sanitario [11]. Se calcula que en paises
desarrollados la tasa de incidencia en la apariciéon de infecciones hospitalarias se
sitla entre el 3.5-12 %, mientras que en paises en vias de desarrollo esta entre el
5.7-19.1 % [12]. En cuanto al aspecto econdmico, se ha visto que en Estados
Unidos las infecciones hospitalarias pueden llegar a incrementar el gasto sanitario
total anual en una cifra aproximada de 10 billones de dodlares, lo que supone un
problema de salud publica en lo que a gestién de recursos sanitarios en materia

econdmica se refiere [13].

Los pacientes con mayor riesgo de padecer una infeccién en el ambito
hospitalario son aquellos ingresados en las UCI [14-15], unidades de quemados o
neonatologia, asi como los pacientes oncohematoldgicos sometidos a trasplante de

organos.

De todas las infecciones hospitalarias, las infecciones de pacientes
ingresados en las UCI son las que mayor incidencia presentan en comparacion con
el resto de unidades hospitalarias [14-15]. Asi, se ha observado que, en estos
casos, la proporcion de pacientes infectados puede llegar a ser del 51 % a pesar de
que hasta un 71 % de éstos se encuentra bajo terapia antimicrobiana [7, 16-17].
Las infecciones hospitalarias mas frecuentes en las UCI son aquellas relacionadas
con procedimientos altamente invasivos previos a la administracién parenteral de la
terapia antimicrobiana [18]. En este sentido, son las infecciones de tracto urinario,
las asociadas a cateterismos, las respiratorias causadas por ventilacion mecanica, o
las de piel y tejidos blandos las encontradas mas frecuentemente en el paciente
ingresado en las UCI. En los estudios European Prevalence of Infection in Intensive
Care (EPIC 1) y Extended Study on Prevalence of Infection in Intensive Care (EPIC
II y EPIC III) [7, 16-17], se ha puesto de manifiesto que las infecciones
hospitalarias presentan cada vez mayor prevalencia y estédn asociadas a un peor
prondstico clinico para el paciente hospitalizado. Se indica que los principales
factores de riesgo asociados al desarrollo de una infeccion hospitalaria son el
tiempo de ingreso o de permanencia en una UCI y el empleo de cateterismos o de
ventilacion mecanica. Adicionalmente, los autores sefialan un aumento en la
incidencia por infecciones hospitalarias causadas por microorganismos resistentes a

la terapia antimicrobiana empleada habitualmente en la practica clinica.
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Los pacientes oncohematoldgicos sometidos a procedimientos de trasplante
de dérganos presentan un mayor riesgo de desarrollo de infecciones flngicas
invasivas (IFI) [19-22]. Se ha observado que el riesgo de desarrollo de IFI a nivel
hospitalario puede llegar a ser del 14-18 % para aquellos pacientes con algun
sindrome mielodisplasico bajo tratamiento con quimioterapia, y de un 9 % para
pacientes sometidos a trasplante hematopoyético de células madre [23].
Adicionalmente, también se ha observado que las IFI en el paciente
oncohematoldgico estan directamente relacionadas con un aumento significativo de
la mortalidad hospitalaria, resultando especialmente alarmante en pacientes
sometidos a trasplante hematopoyético de células madre (tasas de mortalidad de

entre el 20-50 %) a pesar de disponer de terapia antifungica.

I.2.- Etiologia de la infeccion en el ambito hospitalario

Los principales microorganismos responsables de las infecciones en el
ambito hospitalario son las bacterias, los hongos y los virus. En la Tabla I.1 se
muestran los resultados obtenidos en el estudio EPIC III realizado en 2017 en el
que se analizaron los datos correspondientes a 15202 pacientes adultos, de los
cuales 8135 (54 %) presentaban una infeccion confirmada o estaban bajo sospecha

de la misma. En el estudio participaron 1150 centros de un total de 88 paises [7].

Tabla I.1.- Prevalencia de los microorganismos encontrados en el estudio EPIC III [7].

Patégeno Prevalencia (%)

Bacterias gramnegativas 67.1

= Enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp. y

Enterobacter spp.) 25.5
= Pseudomonas aeruginosa 16.2
» Acinetobacter 11.4
Bacterias grampositivas
=  Staphylococcus aureus 9.6
=  Staphylococcus aureus resistente a meticilina 4.6
Hongos 16.4
Virus 3.7

Como se puede observar en la Tabla 1.1, las bacterias son, con diferencia,
los microorganismos responsables de la mayor parte de las infecciones hospitalarias
(81 %), especialmente las bacterias gramnegativas (67 %), tanto a nivel
hospitalario (71%) [7].
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Frecuentemente, las bacterias causantes de este tipo de infecciones son
bacterias de la propia flora saprofita de la especie humana que, en un momento
dado, y debido a una eventual vulnerabilidad del sistema inmunitario, logran evadir
las defensas del hospedador dando lugar a una infeccidon. Las bacterias
gramnegativas aisladas mas frecuentemente son especies de los géneros
Enterobacter (26 %), Pseudomonas (16 %) y Acinetobacter (11 %), y son
relevantes aquellas bacterias resistentes a los antibidticos, como algunas especies
de los géneros Klebsiella spp. y Acinetobacter spp., ya que estan asociadas a un
aumento significativo del riesgo de mortalidad hospitalaria [7]. En cuanto a las
bacterias grampositivas, cobra protagonismo la infeccion por Staphylococcus
aureus, especialmente aquellas cepas resistentes a meticilina, tambien llamadas

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM).

No menos importantes son las infecciones hospitalarias causadas por
Clostridium difficile, ya que estas son relativamente frecuentes en el ambito
hospitalario [14]. Esta bacteria se encuentra en la flora de intestino y colon de la
especie humana y puede llegar a generar una infeccién oportunista a causa de un
desequilibrio en la composicion de la flora bacteriana sapréfita o por una

disbacteriosis ocasionada por el empleo de ciertos antimicrobianos [24].

Otro de los microorganismos frecuentemente involucrado en las infecciones
hospitalarias son los hongos (16.4 %, [7]), especialmente en aquellos pacientes
inmunodeprimidos, como pueden ser los pacientes bajo tratamiento
inmunosupresor sometidos a trasplante, los pacientes oncohematoldgicos, o los
pacientes criticos que pueden llevar algun tipo de cateterismo. Son frecuentes las
infecciones durante la estancia hospitalaria por especies del género Criptococcus
spp., Aspergillus spp. o Candida spp., éstas Ultimas a través de la contaminacion
ambiental del aire [11, 25].

Los virus son los microorganismos causantes del menor niamero (3.7 %) de
infecciones hospitalarias [7]. Tienen relevancia los virus de la hepatitis B y C,
frecuentemente transmitidos por una mala praxis médica con agujas de inyeccion
[26], los de la gripe, herpes-simplex, el virus de inmunodeficiencia humana y el
rotavirus [27]. Dado su impacto a nivel mundial, cabe citar las infecciones
hospitalarias causadas por los virus de la familia Coronaviridae, como pueden ser
las del coronavirus causante del sindrome respiratorio de Oriente Medio, o las del
recientemente aparecido coronavirus causante del sindrome respiratorio agudo
severo [28-29].
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I.3.- Terapia antimicrobiana frente a la infeccion en el ambito hospitalario

Se entiende por antimicrobiano una sustancia quimica con capacidad para
destruir microorganismos, o evitar su crecimiento. Los antimicrobianos pueden ser

de origen natural, semisintético o sintético.

A diferencia de la gran mayoria de terapias farmacoldgicas que actuan sobre
las células propias del paciente, los antimicrobianos actian sobre células distintas a
las del paciente u hospedador, a las que pretende eliminar en su totalidad. Se trata
de un tipo de terapia etioldgica, que busca la eliminacidon del microorganismo sin

lesionar las células del hospedador.

Los antimicrobianos pueden clasificarse atendiendo al tipo de
microorganismo a tratar en: antibidticos (antibacterianos), antifungicos, antiviricos,
antimicobacterianos asi como antiparasitarios. Esta Tesis Doctoral tiene por objeto
la monitorizacion de agentes antibidticos y antifUngicos (agentes cuya actividad
antimicrobiana es exclusiva frente a bacterias y hongos, respectivamente) que son
los antimicrobianos de uso mas frecuente a nivel hospitalario. En la Tabla I.2 y en
la Tabla 1.3 se muestran algunas de las principales familias quimicas de agentes
antibidticos y antifungicos, respectivamente, empleadas para el tratamiento de

infecciones en el ambito hospitalario [30-31].

De acuerdo con los resultados del estudio Global Point Prevalence Survey
realizado de enero a septiembre de 2015 en 303 hospitales de 53 paises, el 89.3 %
y el 4.2 % de las prescripciones de antimicrobianos fueron de antibidticos y
antifingicos de uso sistémico, respectivamente [32]. Los agentes antibidticos mas
empleados fueron las penicilinas, como piperacilina (PIP)/tazobactam (TAZ) (4.8
%) y amoxicilina/acido clavulanico (8.9 %), las quinolonas (12.8 %), los
carbapenémicos (principalmente meropenem (MER) con un 12.2%) vy los
glucopéptidos (principalmente vancomicina). Estos farmacos se utilizaron para el
tratamiento de infecciones de vias respiratorias (neumonia), piel, tejidos blandos y
tracto urinario tanto en servicios de trasplantes, unidades de pacientes criticos
(UCI/Reanimacién), servicios de neumologia, oncohematologia, areas quirdrgicas y

plantas de hospitalizacion.

En cuanto al consumo hospitalario de antifingicos, fue la familia de los
triazoles (como fluconazol, voriconazol (VOR), posaconazol e itraconazol) la mas
utilizada seguida de las equinocandinas, como caspofungina (CASP) (la mas
prescrita), anidulafungina (ANI) y micafungina. El consumo hospitalario de
antifungicos fue mayoritario en las unidades de pacientes criticos asi como en los

servicios de oncohematologia [33].
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Tabla I.2.- Principales familias de antibioticos empleadas para el tratamiento de
infecciones bacterianas en el ambito hospitalario [30-31].

Familia

Principales farmacos

Mecanismo de
accion

betalactamicos Penicilinas

Amoxicilina-clavulanico, ampicilina,
bencilpenicilinas, cloxacilina,
fenoximetilpenicilina,

piperacilina (PIP)

Cefalosporinas

Cefazolina, cefditoreno, cefepima
(CEFE), cefixima, cefonicida,
cefotaxima, cefoxitina, ceftacidima,
ceftriaxona, cefuroxima, ceftolozano
(CEF)

Monobactamas

Aztreonam, carumonam

Carbapenémicos

Imipenem, ertapenem, meropenem
(MER)

Inhibicién de la
sintesis de la pared
celular

Aminoglucésidos Estreptomicinas

Estreptomicina

Otros

Amikacina (AMK), gentamicina,
tobramicina

Inhibicion de la
sintesis proteica
bacteriana

Glucopéptidos

Dalvabancina, teicoplanina,
vancomicina

Inhibicién de la
sintesis de la pared
celular

Oxazolidinonas

Eperezolid, linezolid, tedizolid

Inhibicion de la
sintesis proteica
bacteriana

Tetraciclinas

Doxiciclina, minociclina, tetraciclina,
tigeciclina

Inhibicién de la
sintesis proteica
bacteriana

Fenicoles

Cloranfenicol

Inhibicion de la
sintesis proteica
bacteriana

Lincosamidas

Clindamicina

Inhibicion de la
sintesis proteica
bacteriana

Quinolonas 1@ generacién Tosufloxacino, miloxacino, acido Interferencia en la
nalidixico sintesis de acidos
23 generacion Ciprofloxacino, levofloxacino, nucleicos bacterianos
norfloxacino
33 generacion Gatifloxacino, grepafloxacino
43 generacion Moxifloxacino, cinafloxacino
Sulfamidas Sulfadiazina, sulfametoxazol Antimetabolito del

acido fdlico

Trimetoprima

Trimetoprim

Antimetabolito del
acido fdlico

Nitrofurantoina

Nitrofurazona

Inhibicién de
multiples enzimas
bacterianas

Otros

Mupirocina Inhibicién de la
Espectinomicina sintesis proteica
bacteriana
Polimixinas Alteracion de la
membrana
citoplasmatica
Bacitracina Inhibicion de la
Fosfomicina sintesis de la pared

celular
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Tabla I.3.- Principales familias de antifingicos empleados en el ambito hospitalario [30-31].

Familia Principales farmacos Mecanismo de
accion
Poliénicos Anfotericina B, Alteracién de la pared
nistatina celular fangica
No poliénicos Griseofulvina Inhibicién de la
divisiéon celular
Azoles Imidazoles Miconazol, ketoconazol Inhibicidn del
Triazoles Fluconazol, C|tocro.n:10 P450
isavuconazol, Alteracion de la pared
itraconazol, celular fungica

ketoconazol,
posaconazol,

voriconazol (VOR)

Pirimidinas Flucitosina Inhibicion de la

fluoradas divisién celular

Equinocandinas Caspofungina (CASP), Alteracién de la pared
anidulafungina (ANI), celular fungica

micafungina

I.4.- Problematica del empleo de la terapia antimicrobiana en el paciente

critico y paciente oncohematolégico trasplantado en el ambito hospitalario

Las concentraciones de farmaco en sangre estan directamente relacionadas
tanto con la seguridad como con la eficacia. Concentraciones subterapéuticas por
una infradosificacién son causa de fracaso terapéutico y de un aumento de la
morbimortalidad hospitalaria [34-36], mientras que valores excesivamente altos
pueden causar reacciones adversas como neurotoxicidad, hepatotoxicidad,

alteraciones de la visidon o encefalopatia [37-39].

Las pautas estandar para dosificacion de antimicrobianos empleadas en la
actualidad con frecuencia no resultan adecuadas para su empleo en el paciente
critico (UCI/Reanimacion)[40-42], ya que éstas derivan de estudios realizados con
individuos sanos o pacientes ambulatorios que no tienen en cuenta las diferentes

caracteristicas fisioldgicas y farmacocinéticas encontradas en el paciente critico.

La propia naturaleza de la infeccion, que provoca alteraciones y/o cambios
significativos en el estado fisioldgico del paciente critico, asi como las
intervenciones que se realizan sobre estos pacientes (empleo de fluidoterapia,
administracion de farmacos vasoconstrictores, empleo de técnicas de depuracién
extracorporeas, etc.) originan una alteracién de los parametros farmacocinéticos de
los antimicrobianos en estos pacientes, y por consiguiente de la concentracién vy
grado de exposicién a los mismos. Asi, en pacientes criticos con sepsis o choque

séptico se produce:
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Aumento del volumen de distribucion (V4) y elevada variabilidad interindividual.
El Va de un farmaco, se define como el volumen aparente en el que se
distribuye el farmaco en el organismo. En pacientes criticos este parametro
presenta una elevada variabilidad interindividual y puede llegar a duplicar el
valor obtenido en pacientes no criticos. Esta alteracién es frecuente con
antimicrobianos hidréfilos, y puede dar lugar a una reduccién de sus
concentraciones en el organismo, especialmente en etapas tempranas de la
sepsis [43]. Por ello, numerosos autores sugieren el empleo de dosis elevadas
de estos farmacos para compensar el efecto dilucién [41, 44-45]. Los
principales factores involucrados en la alteracién del V4 en el paciente critico

son:

» Aumento de la permeabilidad capilar. A consecuencia del desplazamiento de
fluidos desde el compartimento intravascular hacia los espacios intersticiales

(terceros espacios) durante el proceso de sepsis.

* Procedimientos o intervenciones médicas. El empleo de fluidos de
reanimacion [46], circuitos extracorporeos [47], ventilacidn mecanica [48] o

la presencia de drenajes post-quirurgicos [49].

» Hipoalbuminemia. En pacientes criticos hay una reduccién en la sintesis de
proteinas con lo que existe una mayor fracciéon de antimicrobiano libre en el

plasma, lo que da lugar a un mayor V¢ [50-53].

Aumento del aclaramiento plasmatico (Cl) y de su variabilidad interindividual.
El Cl es el volumen de sangre, plasma o suero, filtrado de farmaco por unidad
de tiempo. En este proceso intervienen diferentes vias de eliminacién, como
son la renal, la biliar o el metabolismo hepatico. En el contexto del paciente
critico se ha observado un aumento significativo del Cl, asi como de su

variabilidad interindividual.

La infeccidn severa cursa frecuentemente con el llamado sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, que puede desencadenar un aumento de la
actividad cardiaca y de la perfusidon sanguinea a diferentes 6rganos. Uno de
esos 6rganos altamente perfundidos son los rifiones, con lo que aumenta su
funcién eliminadora y, por tanto, el Cl sobre ciertos farmacos [54-57].
Adicionalmente, una de las practicas frecuentes en el cuidado de pacientes
criticos se basa en la administracion de farmacos vasoconstrictores, que

también aumentan la actividad cardiaca [58].
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También hay que tener en cuenta que si el paciente critico con sepsis o
shock séptico presenta un empeoramiento de la funcidn renal se recurre a
diferentes terapias de reemplazo renal (RRT, acronimo de renal replacement
therapies), como las terapias de reemplazo renal continuas (CRRT, acrénimo de
continuous renal replacement therapies), hemodidlisis intermitente, o diadlisis
sostenida de baja eficiencia, que permiten eliminar productos de detoxificacion
generados. De todas ellas, la CRRT [59] es la mas utilizada en el paciente critico. El
empleo de esta técnica provoca una alteracion de los parametros farmacocinéticos

en muchos de los antimicrobianos empleados [60-61].

Al igual que las RRT, el empleo de la terapia de oxigenacion mediante
membranas extracorpéreas (ECMO, acrénimo de extracorporeal membrane
oxygenation) puede alterar parametros farmacocinéticos como el V4 y el Cl de

muchos antimicrobianos [62-65].

Por otra parte, concentraciones bajas de antimicrobiano en los pacientes
criticos pueden provocar el desarrollo de resistencias a estos agentes [66]. Estas
resistencias provienen de la capacidad de ciertos microorganismos para neutralizar
el efecto de los antimicrobianos, y puede surgir por una mutacién en el
microorganismo o por la adquisicion del gen de resistencia. Esta resistencia se ha
observado principalmente en quinolonas [67] y betalactamicos [68-69]. Para
ilustrar la magnitud del problema, en 2019 se registraron en la Unién Europea un
total de 426277 infecciones causadas por microorganismos resistentes, las cuales
dieron lugar a 33110 muertes atribuibles directamente a este fendomeno [70].
Adicionalmente, otro de los aspectos que también preocupa es el incremento anual
de la prevalencia por infecciones hospitalarias causadas por cepas resistentes,
especialmente las causadas por SARM, Escherichia coli multiresistente, asi como las

de la familia Enterobacteriaceae resistente a carbapenémicos [70-71].

Como se ha comentado  anteriormente, en los pacientes
oncohematologicos sometidos a trasplante de 6rganos también existe una
alta predisposicién a la aparicion de infecciones hospitalarias, especialmente a las
infecciones fungicas. Al igual que se ha descrito para el paciente critico, en el
paciente oncohematoldgico algunos de los antifingicos mas empleados podrian
presentar una elevada variabilidad en sus pardmetros farmacocinéticos, lo que
puede dar lugar a pautas de dosificacion no ajustadas a las caracteristicas

fisioldgicas y farmacocinéticas reales encontradas en estos pacientes [35].

En el caso concreto de VOR, empleado tanto para el tratamiento como para
la profilaxis antifingica, se ha visto que las principales causas que originan la

elevada variabilidad de sus parametros farmacocinéticos son el metabolismo
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hepatico saturable de caracter no lineal [72], la presencia de polimorfismos
genéticos a nivel de las isoenzimas CYP2C19 que proporcionan diferentes tasas de

metabolizacién hepatica del farmaco [73-75], ademas de otros factores [35].

Una baja concentracién de antifungico en pacientes oncohematoldgicos
trasplantados puede provocar el desarrollo de resistencias a los mismos. Esta
resistencia se ha atribuido a una presién selectiva sobre determinadas especies de
hongos a concentraciones de farmaco subterapéuticas [76]. Preocupan
especialmente cepas del genero Candida spp., resistentes a tratamientos con
triazoles o equinocandinas por su uso frecuente como tratamientos de primera y
segunda linea. Se estima que hasta un 70% de las resistencias a los antifungicos
corresponden a cepas de Candida albicans y Candida krusei [77]. Hay que destacar
también que en los ultimos afios ha habido un aumento significativo en la tasa de

infecciones hospitalarias causadas por cepas resistentes de Candida auris [78-79].

I.5.- Optimizacion de la terapia antimicrobiana frente a la infeccion en el

ambito hospitalario

En los Ultimos anos, se han llevado a cabo numerosas investigaciones para
mejorar la calidad asistencial del paciente hospitalizado. Se ha visto que cuando
éste presenta un cuadro de infeccidn, sepsis o shock séptico, la terapia
antimicrobiana proporciona mejores resultados de morbimortalidad que las nuevas
estrategias de tratamiento basadas en el empleo de proteina C (autotrombina II-A),
antitrombina II o insulina [41]. Por lo tanto, es ldgico pensar que la optimizacion
del empleo de estas terapias debe de ser el eje central y objetivo prioritario en el

tratamiento de las infecciones dentro del &mbito hospitalario.

Por otro lado, en las ultimas décadas ha habido una disminucién progresiva
en el desarrollo y comercializacién de nuevos antimicrobianos [80], asi como un
incremento progresivo y generalizado de las resistencias a los mismos [80-81]. La
Organizacién Mundial de la Salud y la Uniéon Europea instan a los paises a
implementar estrategias para el uso racional y prudente del arsenal terapéutico
disponible y a optimizar su uso, tanto en el ambito hospitalario como en el

comunitario [81-83].

Una de las estrategias propuestas para la optimizacién de la terapia con
antimicrobianos es la basada en los denominados indices u objetivos

farmacocinéticos/farmacodinamicos.
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Las variables mas importantes en farmacocinética en relaciéon a la
dosificacion de antimicrobianos son el Vg, el Cl, la concentracion maxima (Cmax) Y
minima (Cmin) alcanzadas en el intervalo de dosificaciéon y el area bajo la curva
concentracion plasmatica-tiempo (AUC, acréonimo de area under curve) de 0 a 24

horas.

Por otra parte, la variable farmacodinamica mas importante en terapia
antimicrobiana es la concentracion minima inhibitoria (CMI). La CMI se define como
la menor concentracion de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de un
microorganismo, tras un periodo de incubacion. El parametro CMI indica si el grado

de exposicion al antimicrobiano es adecuado.

Generalmente, los valores de CMI encontrados en los microorganismos
aislados en las unidades hospitalarias para el cuidado de pacientes criticos son
superiores a los valores encontrados en otros entornos no hospitalarios [84-85]. Lo
ideal seria disponer de un valor de CMI para cada microorganismo en cada centro
hospitalario. Sin embargo, a menudo este valor no puede obtenerse
experimentalmente. En este caso, se recomienda el empleo de un valor CMI
epidemioldgico que sea superior a todos aquellos valores de CMI individuales de
cada cepa estudiada. En Europa este valor epidemioldgico es el ECOFF (Eucast
Epidemiological Cut-OFF). El valor del ECOFF es el valor de CMI mas alto obtenido
de aquellas cepas que presentan ausencia de mecanismos adquiridos de resistencia
fenotipicamente detectados. Por otra parte, hay que mencionar que otra alternativa
disponible, también recomendable, es la modulaciéon del valor ECOFF teniendo en

cuenta la ecologia local de cada medio hospitalario especifico [86].

Los agentes antimicrobianos se pueden clasificar basicamente en tres

categorias [87]:

= Antimicrobianos con actividad concentracion dependiente. Su eficacia
antimicrobiana es mayor cuanto mayor es su concentracion maxima. El
objetivo farmacocinético/farmacodinamico que mejor describe su actividad
es el cociente entre la Cmax alcanzada en el intervalo de dosificacién y la CMI
(Cmax/CMI).

= Antimicrobianos con actividad tiempo dependiente. Su eficacia
antimicrobiana es mayor cuanto mayor es el tiempo en el que su
concentracién en sangre se encuentra por encima de la CMI. El objetivo
farmacocinético/farmacodinamico que mejor describe su actividad es el
porcentaje de tiempo del intervalo de dosificacién (% fT) durante el cual la
concentracién de antimicrobiano permanece por encima de la CMI (%
fT>CMI).
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= Antimicrobianos con actividad concentracion- y tiempo-
dependientes. El objetivo farmacocinético/farmacodinamico que mejor

describe su actividad es el cociente AUC/CMI.

Cada agente antimicrobiano dispone de su propio objetivo
farmacocinético/farmacodinamico, para el cual existen diferentes valores numéricos
optimos en funciéon del microorganismo en cuestién y su CMI, asi como de las
condiciones fisiopatolégicas del paciente bajo tratamiento. La consecucion de estos

objetivos se correlaciona con una mayor efectividad del tratamiento.

El éxito o fracaso terapéutico en el tratamiento de la infeccidon hospitalaria
depende de la seleccidon del antimicrobiano adecuado y de la rapidez con la que
éste se debe de administrar una vez diagnosticado el agente causal infeccioso,

aunque también del tipo de administracion sistémica utilizado [40, 88].

Existen discrepancias en cuanto al beneficio clinico obtenido mediante el
empleo de métodos de perfusion alternativos, como la perfusion continua o
extendida, frente a la perfusion intermitente clasica [89-91]. Algunos autores
reportan un beneficio global cuando se hace uso de la perfusidon continua o
extendida en casos concretos, como podria ser en el cuidado de pacientes criticos o
en el tratamiento de las infecciones causadas por microorganismos con
susceptibilidad reducida (valores elevados de CMI) [89]. Los estudios indican que el
método de perfusion continua debe de ir acompafiado de una dosis de carga inicial,
ya que de no ser asi el tiempo para alcanzar concentraciones adecuadas de farmaco
en sangre se podria retrasar significativamente, con el perjuicio clinico que ello
puede conllevar [89]. Actualmente, se estd llevando a cabo el ensayo clinico
multicéntrico Betalactam Infusion Group (BLING III) con el objetivo de demostrar si
el empleo de la perfusién extendida podria estar correlacionado directamente con
una disminucion en la tasa de mortalidad a nivel hospitalario, cuando se compara

con la mortalidad asociada al empleo de sistemas clasicos de perfusion [92].

Una practica que puede emplearse para para optimizar el tratamiento
antimicrobiano se basaria en el empleo de varias alternativas, todas ellas
orientadas a ajustar la dosificacion de regimenes estandarizados. Una alternativa
seria el empleo de técnicas de administracion adecuadas, otra el reajuste
posoldgico basado en la monitorizacion de las concentraciones plasmaticas seguido

del calculo de parametros farmacocinéticos, asi como la combinacidon de ambas.
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I.6.- Implementacion de programas para la monitorizacion de

antimicrobianos en la practica clinica

La idea de que las concentraciones plasmaticas de un farmaco en el paciente
podian ser utilizadas para mejorar y optimizar los tratamientos farmacoldgicos fue
propuesta en 1950 al aplicarse al tratamiento de las arritmias cardiacas con
quinidina. Fue entonces cuando se estableci6 una correlacion mas estrecha y
evidente entre la concentracion y la respuesta, que la encontrada entre la dosis
administrada y la respuesta, y, por tanto, la posible utilizacion de dichas
concentraciones para la optimizacion de los tratamientos farmacoldgicos

administrados [93].

La monitorizacidon de las concentraciones de farmaco en plasma junto con la
aplicacion de criterios farmacocinéticos/farmacodinamicos, permite optimizar el
tratamiento farmacoldgico de pacientes concretos. El objetivo final de Ia
monitorizacidon es encontrar un equilibrio entre la eficacia maxima y la toxicidad
minima de un farmaco mediante el ajuste o individualizacién de la dosis, todo ello
basado o guiado por la determinacion de las concentraciones de farmaco en el

organismo empleando las técnicas analiticas adecuadas.

La monitorizacion requiere del conocimiento previo de datos clinicos, de los
tiempos exactos de recogida de las muestras, de la existencia de tratamientos
concomitantes, asi como de disponer de un intervalo terapéutico o concentracion
diana [94]. En la Figura 1.1 se muestra el esquema general para la interpretacion
farmacocinética haciendo uso de las concentraciones séricas en la estrategia de

monitorizacion.

Modelo
farmacocinético

- Via de administracion
- Duracion de la terapia

Respuesta 2 = Concept_racmnes - Tiempos de muestreo
séricas
Ecuaciones
farmacocinéticas
Parametros
farmacocinéticos
. - Regresion lineal
l, L TEEEC - Regresién no lineal
individualizacién 9

- Ajuste bayesiano
Individualizaciéon
posolégica

Figura I.1.- Esquema general de interpretacion farmacocinética y utilizacion de
concentraciones séricas en monitorizacion.
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1.6.1.- Modelos farmacocinéticos

Un modelo farmacocinético describe la concentracién plasmatica de farmaco
en el tiempo tras una determinada pauta de administracion. Un modelo es la
relacion matematica entre los valores observados (por ejemplo, concentraciones
plasmaticas) y todos aquellos factores que afectan a dicho valor (como funcién

renal, hepatica, etc.).
Los modelos farmacocinéticos permiten:

= Predecir las concentraciones de farmaco en los fluidos bioldgicos para

cualquier régimen de dosificacion empleado
= Calcular el régimen de dosificacién éptimo para cada paciente

= Estimar la posible acumulacién de farmaco o de sus metabolitos en el

organismo

= Establecer una correlacidon entre las concentraciones de farmaco y el efecto

farmacologico y/o toxicologico

= Evaluar las diferencias de biodisponibilidad y/o bioequivalencia entre

diferentes presentaciones o formulaciones

= Describir el efecto de los cambios fisioldgicos o patoldgicos en el proceso de

absorcion

= Estudiar tanto la distribucion como la eliminacion de los farmacos en el

organismo

= Explicar fendmenos de interacciéon farmacoldgica entre diferentes farmacos

administrados

Existen principalmente 2 tipos de modelos farmacocinéticos, los modelos
compartimentales y los modelos fisioldgicos. Los modelos compartimentales son
modelos deterministicos, porque las concentraciones observadas determinan el tipo
de modelo requerido para la descripcién del perfil cinético del farmaco. Este tipo de
modelos representa al organismo como una serie de compartimentos conectados de
manera reversible entre ellos. El nimero de compartimentos necesarios para
describir adecuadamente el comportamiento del farmaco en el organismo es el
indice empleado para categorizar estos modelos. Asi, se habla de modelos
monocompartimentales, bicompartimentales o multicompartimentales. Desde el
punto de vista matematico, estos modelos se construyen empleando ecuaciones
diferenciales lineales. Conceptualmente, el farmaco tiene un comportamiento
dinamico y la velocidad de los procesos se cuantifica mediante constantes de

velocidad tanto de entrada como de salida para ese compartimento.

16



Introduccion

El modelo monocompartimental considera al organismo como un sistema
homogéneo en donde la evolucion temporal de las concentraciones de farmaco en
sangre representa adecuadamente la evolucién en cualquier punto del mismo.
Cuando se asume este modelo, los calculos que permiten determinar los
parametros son sencillos, pudiéndose realizar a partir de un nimero relativamente
pequeifio de datos experimentales. Adicionalmente, estos parametros permiten
realizar predicciones adecuadas, tanto de las concentraciones de farmaco como de
las necesidades de dosificacion. Por este motivo, el modelo monocompartimental se
presenta como uno de los modelos farmacocinéticos mas empleados en la

monitorizacion.

Para otros farmacos cuya distribucién es amplia en el organismo y su acceso
a diferentes tejidos se realiza a una menor velocidad, es preferible emplear el
modelo bicompartimental. Este modelo es mas realista ya que tiene en cuenta con
mayor rigor los procesos fisioldgicos del organismo y presenta una mejor capacidad
predictiva para aquellos farmacos con una marcada fase de distribucion. Sin
embargo, su empleo lleva implicito no sélo la disponibilidad de mayor informacion
experimental, sino también una adecuada selecciéon de los tiempos de muestreo
que permitan una correcta caracterizacion de las fases de rapida y lenta
disposicion. En caso de no disponer de suficientes datos y optar por el modelo mas
sencillo, es necesario considerar los posibles errores, tanto en los parametros
farmacocinéticos obtenidos como en las recomendaciones posoldgicas derivadas de
los mismos. En este punto es interesante resaltar que el uso de los métodos
bayesianos en monitorizacidon ha flexibilizado de manera considerable la seleccién
del modelo farmacocinético, gracias a la disminucion tanto de las necesidades de
informacién experimental como de los criterios estrictos en los tiempos de

muestreo.

Por otro lado, los modelos fisiolégicos, también conocidos como modelos
de flujos o de perfusion, estan basados en el conocimiento de datos anatémicos y
fisioldgicos. La principal diferencia frente a los modelos compartimentales es que
los modelos fisioldgicos pueden ser aplicados a diferentes especies animales,
permitiendo una extrapolacién de los resultados obtenidos a la especie humana de

manera sencilla y fiable.

En la actualidad los datos de concentracién de farmaco en sangre, junto con
toda la informacién clinica relevante y de tratamiento del paciente, es interpretada
con ayuda de programas informaticos, en los cuales se incluyen diferentes modelos
farmacocinéticos (mono, bi y tricompartimental con cinética lineal y modelo

monocompartimental con cinética no lineal). Existen distintos programas
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disponibles en el mercado. Aunque estos programas tienen una filosofia similar,
presentan diferentes prestaciones con respecto a consideraciones farmacocinéticas
subyacentes, farmacos disponibles, complejidad en el manejo, requerimiento de
hardware o caracteristicas de software [95-96]. El objetivo de estos programas
informaticos es asistir al personal clinico en el disefio de regimenes de dosificacién
individualizados, asi como facilitar la automatizacién de funciones en una Unidad de

Farmacocinética Clinica de un Servicio de Farmacia Hospitalario.

1.6.2.- Métodos de ajuste de datos

En la practica clinica la caracterizacion de parametros farmacocinéticos
individuales se obtiene ajustando los datos experimentales concentracién-tiempo de
cada paciente, a las ecuaciones matematicas del modelo farmacocinético empleado.

Para ello, se hace uso de los siguientes métodos de ajuste:

i.- Regresion lineal: este analisis consiste en ajustar una serie de datos
experimentales a una ecuacion definida por unos parametros, con el fin de
predecir los valores que tomara la variable dependiente en funcién de una
variable independiente. Cuando la relacidn entre estas variables se ajusta a la
ecuacion de una recta, se habla de analisis por regresion lineal. La regresion
lineal en farmacocinética ha sido un método de calculo muy empleado debido a
la facilidad para linealizar las ecuaciones farmacocinéticas mediante
transformaciones logaritmicas. Esta técnica trata de ajustar una serie de datos
experimentales (concentracién-tiempo) a una ecuacién farmacocinética con el
fin de encontrar los parametros que hacen minimo el valor del sumatorio,

denominado habitualmente suma de cuadrados (SS):

SS = Y™ [InC; - f(¢, Py)]? (Ec. I.1)

Donde n es el niumero de concentraciones disponibles, Ci el valor de
concentracion observado a tiempo t, Pm los pardmetros a estimar y f(t,Pm) la

ecuacion linealizada del modelo al que se pretenden ajustar los datos.

La regresion lineal tiene la ventaja de la sencillez, rapidez y simplicidad
de calculo. Sin embargo, presenta el inconveniente de una mayor incertidumbre
asociada a la estimacidn de los parametros, ya que precisa la transformacion de
concentraciones en sus correspondientes logaritmos, no permitiendo esta

transformacion en las varianzas o errores a ellas asociadas. Adicionalmente, los
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parametros pueden presentar una capacidad predictiva limitada a un periodo
temporal corto y concreto, ya que soélo emplea informacion experimental

correspondiente a un determinado intervalo posoldgico.

ii.- Regresion no lineal: es sin duda alguna, uno de los ajustes mas
frecuentemente empleados en la actualidad. La diferencia fundamental es que
no requiere la linealizacion de la ecuacién o transformacion de las variables
originales. En este caso, se emplea la ecuacion correspondiente al modelo sin

transformar, y el ajuste de los datos se realiza también por minimos cuadrados:

§S = X WG - f(t, B)]? (Ec. 1.2)

El término W; es un factor de ponderaciéon que considera el distinto grado
de incertidumbre que poseen los datos experimentales, y determina su mayor o
menor influencia en el ajuste. Para el ajuste de las funciones se utilizan
algoritmos de tipo iterativo, que a partir de un valor inicial de los parametros
(estimaciones iniciales), los va modificando hasta encontrar aquellos valores
gue hacen minimo el valor de SS. Se pueden emplear algoritmos de busqueda
directa que consiguen una buena estimacion, aunque las estimaciones iniciales
estén muy alejadas de las reales, o bien algoritmos de gradiente, mas precisos,
pero mas sensibles a errores en las estimaciones iniciales. Estos ultimos
incorporan errores de estimacién que permiten proporcionar informacién sobre

la fiabilidad de los parametros estimados.

Las técnicas de regresién no lineal permiten emplear ecuaciones mas
complejas, utilizar toda la informacién disponible de concentraciones a lo largo
del tiempo, e introducir en estas ecuaciones las variables clinicas relacionadas
con los parametros (p.ej., peso, Cl), dando lugar a una mayor capacidad de
prediccién. El principal inconveniente de este tipo de ajuste es que requiere de
un ndmero minimo de datos superior al nUmero de parametros a estimar. Por
este motivo, en la practica clinica el nimero de datos de concentracion
disponibles suele ser insuficiente para caracterizar correctamente los

parametros farmacocinéticos mediante este tipo de regresion.

iil.-Estimacion bayesiana: este método de ajuste alternativo es de utilizacidon
creciente en el terreno de la farmacocinética. Su particularidad es la
incorporacion no sdlo de la informacion experimental individual (concentracién-
tiempo), sino también de la informacién conocida sobre el comportamiento

farmacocinético del farmaco en wuna poblacion con caracteristicas
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fisiopatoldgicas similares a las del paciente tratado. La aplicacién de la
estimacién bayesiana implica disponer de informacion farmacocinética en la
poblacion de estudio, como puede ser la poblacién pediatrica, neonatos

prematuros, ancianos, pacientes criticos o con insuficiencia renal o hepatica.

Los parametros poblacionales necesarios para ser implementados en un

algoritmo bayesiano son de tres tipos:

= Parametros de efectos fijos, que cuantifican tanto el comportamiento
cinético medio poblacional, asi como la relacidn entre diferentes

variables fisiopatoldgicas (edad, sexo, Cl, etc.) y sus pardmetros.

» Parametros de efectos aleatorios interindividuales, que cuantifican la
magnitud de la variabilidad interindividual de cada uno de los

parametros farmacocinéticos del modelo al que se ajusta el farmaco.

» Parametros de efectos aleatorios residuales, que cuantifican la magnitud
de la variabilidad residual, la cual incluye fundamentalmente Ila

variabilidad intraindividual y el error analitico de las determinaciones.

La estimacion individualizada de los parametros mediante esta técnica es
similar a la empleada en regresion no lineal por minimos cuadrados. En este
caso la suma de cuadrados incluye un término adicional que evalla las
diferencias entre los parametros estimados en el paciente, a través de las
concentraciones séricas, y los parametros predichos considerando la poblacién

a la que pertenece dicho paciente:

m n

- N2 . _ 2
65 = Z(Pl Pj) +Z(Cl,t f(Pm,t) (Ec. 1.3)

2 2
Op; Oc-;
i=1 Pi i=1 Ci

Donde Pm es el nUmero de parametros a estimar, Pi los valores medios
poblacionales de los parametros farmacocinéticos, P; los parametros
farmacocinéticos estimados en el individuo, o%pi la varianza interindividual de los
parametros en la poblacion, n el nimero de concentraciones conocidas en el
individuo, Ci los valores observados en dichas concentraciones, f(Pm,t) los
valores de concentracion predichos de acuerdo al modelo cinético propuesto vy

02¢i la varianza residual de las concentraciones observadas.

A la vista de la ecuacion 1.3, se puede deducir que cuando la informacion
individual de concentraciones plasmaticas es alta, el primer término del

sumatorio en la ecuacién pierde influencia en la estimacién de los parametros,
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asemejandose a una regresion de tipo no lineal. Por el contrario, cuando se
dispone de informacién experimental limitada, la influencia de los pardmetros
poblacionales en el ajuste es grande, evitando asi obtener valores de
parametros individuales muy diferentes a los predichos de acuerdo a sus
caracteristicas fisiopatoldgicas. El valor de la varianza de los parametros limita
el rango de valores que pueden presentar los parametros estimados, de modo
gue a menor varianza menor sera la amplitud del rango alrededor del valor
medio que puedan tomar los parametros individuales. El valor de la varianza de
las concentraciones determina la contribucion de estas Gltimas en la estimacién
de los parametros. De este modo, cuanto menor sea la varianza mayor sera la
contribucién de las concentraciones en la estimacién de los parametros, y

viceversa.

Los algoritmos bayesianos mas empleados estan basados en parametros
de poblacion obtenidos a partir de métodos paramétricos, que asumen una
distribucion conocida (normal o logaritmo normal) a los parametros cinéticos
del modelo, de forma que los parametros poblacionales estan caracterizados
por valores Unicos (media, varianza). El problema de asumir este tipo de
distribuciones es que pueden incluir errores en la estimaciéon de parametros,
especialmente en casos de elevada variabilidad atribuida a subpoblaciones
diferentes (p. €j., diferentes tipos de metabolizadores). Alternativamente, se ha
propuesto el empleo de parametros de poblacion estimados con métodos no
parameétricos, y que no asumen una distribucion conocida. En este caso se
obtienen multiples conjuntos de estimadas de los parametros en la poblacion,
asociados cada uno con su probabilidad. Sin embargo, uno de los principales
inconvenientes de los parametros poblacionales no paramétricos, es su
dificultad a la hora de ser incorporados en programas de farmacocinética clinica
habituales, donde se incorporan valores medios y variabilidades de los

parametros farmacocinéticos.

El empleo de los métodos de estimacién bayesiana en monitorizacion
farmacocinética presenta ventajas importantes que han contribuido a su amplia
utilizacion en el ambito clinico. Estas ventajas se pueden resumir en las

siguientes:

» Informacién experimental minima. En teoria, el nimero de muestras
preciso sera menor que el necesario para estimar los parametros
farmacocinéticos individuales mediante regresion no lineal. No obstante,
se requiere su confirmacion mediante estudios clinicos que lo

demuestren para cada farmaco y subpoblacién en particular.
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Flexibilidad en los tiempos de muestreo. La selecciéon de los tiempos de
muestreo es menos critica cuando se utilizan métodos bayesianos,
debido a la mayor contribuciéon de los pardmetros poblacionales en la
estimacion, especialmente cuando el numero de concentraciones
obtenidas del paciente es minimo. Esta ventaja adquiere importancia en
el contexto clinico, donde muchos farmacos presentan un tiempo de
muestreo optimo que puede no corresponder con el mas adecuado para

el tratamiento del paciente.

Versatilidad de los modelos farmacocinéticos. Aunque muchos de los
farmacos monitorizados intentan ajustarse a modelos sencillos, como el
mono o bicompartimental, las técnicas bayesianas han mostrado su
utilidad para modelos mas complejos como el tricompartimental.
Asimismo, la utilizacién de modelos no lineales en situaciones de no

equilibrio pueden ser asumidos por esta técnica.

Consistencia en los resultados. La estimacion bayesiana evita obtener
parametros muy alejados del margen de variacion de los parametros
poblacionales, minimizando de esta manera los riesgos inherentes a la
técnica analitica y a los errores de medicacion. Adicionalmente,
proporcionan recomendaciones consitentes sobre la dosificacion, lo cual
supone una ventaja cuando los programas de monitorizacion implican la

participacion de personal diferente.

Por el contrario, entre los principales inconvenientes hay que destacar

los siguientes:

Complejidad de calculo. Los métodos bayesianos son complejos vy
requieren un software especifico. No obstante, se han desarrollado

numerosos programas de facil uso que realizan este tipo de estimacion.

Fiabilidad de los parametros poblacionales. Una inadecuada seleccién de
la informacién poblacional puede influir de manera significativa en la
fiabilidad y capacidad predictiva de los métodos bayesianos,
especialmente cuando la informacién individual es limitada. Aunque
idealmente el paciente debe ser representativo del grupo de poblacién,
€n numerosas ocasiones se emplean parametros poblacionales obtenidos
de fuentes bibliograficas, que pueden no corresponderse con el paciente
monitorizado. La ausencia de esta informacién poblacional limita la
utilizacién de esta estrategia para farmacos nuevos o poblaciones

especificas de pacientes.
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1.6.3.- Optimizacion de Ila terapia antimicrobiana mediante Ia

monitorizacion

En un metanalisis en el que se recogen varios ensayos clinicos y estudios
observacionales, se puso de manifiesto que la implementacién de diferentes
medidas de control en el ambito hospitalario, entre ellas un plan para la
monitorizacién de antimicrobianos, resulté en: (i) un beneficio clinico significativo
para los pacientes hospitalizados, asi como una reduccién de eventos adversos
derivados y de la tasa de mortalidad; (ii) disminuciéon de la tasa de aparicién de
resistencias a los antimicrobianos; (iii) un descenso significativo del tiempo de

estancia hospitalaria y en consecuencia (iv) un menor coste econémico [97].

Estudios recientes han puesto de manifiesto que la monitorizacién de
antibioticos betalactamicos repercute en un beneficio clinico en los pacientes de las
UCI [98-100]. Por otro lado, existe un consenso generalizado de que esta
monitorizacion podria ayudar a conseguir objetivos
farmacocinéticos/farmacodinamicos predefinidos para estos antimicrobianos, en
este tipo de pacientes [89, 101]. Esta monitorizacion podria ser particularmente util
en situaciones en donde hay dificultad en alcanzar un grado adecuado de
exposicion al farmaco como en pacientes obesos, inmunodeprimidos, con un Cl
renal elevado, sometidos a técnicas de depuracion extracorporea, o con infeccidon
por microorganismos con susceptibilidad antibidtica reducida [102]. En este
sentido, las guias de la Society of Pharmacology and Therapeutics/French Society of
Anaesthesia and Intensive Medicine recomiendan la necesidad de implementar
sistemas para la monitorizacion farmacocinética de antibiéticos betalactamicos en el

paciente critico [86].

La monitorizacion de antibidticos aminoglucdsidos también proporciona un
beneficio clinico significativo en el paciente hospitalizado. Clasicamente el objetivo
principal de la monitorizacion de estos antimicrobianos ha sido el control de su
toxicidad, especialmente renal y auditiva [103-105]. Sin embargo, recientemente
se han incorporado también objetivos relacionados con la eficacia, que permiten la
implementacién de dosificaciones para alcanzar concentraciones terapéuticas
adecuadas [106]. Se ha visto que estas estrategias son especialmente Utiles en
pacientes con infecciones por neumonia asociada a ventilacion mecanica u otras

infecciones causadas por organismos multiresistentes [107-109].

También existe un interés clinico en la monitorizacion de antifungicos,
especialmente de la familia de equinocandinas y triazoles, ya que son los agentes
mas empleados en la prevencion y tratamiento de las IFI [110-112]. Este interés se

debe a que presentan una elevada variabilidad farmacocinética inter- e
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intraindividual, un alto riesgo de interacciones farmacoldgicas con otros
compuestos, y una elevada toxicidad [73-75, 113]. La monitorizacién de
antifingicos es de interés en pacientes criticos [114-115] y, en el caso concreto de
los triazoles, también en pacientes oncohematoldgicos [116]. En este sentido, las
guias publicadas por la Infectious Disease Society of America recomiendan que
cuando se empleen terapias antifUngicas con triazoles para la prevencion o el
tratamiento de las IFI, éstas se realicen guiadas por un programa de monitorizacion

farmacocinética [117].

1.7.- Papel de las Unidades Hospitalarias de Farmacocinética Clinica en la

monitorizacion de farmacos

El Servicio de Farmacia de un hospital es considerado un servicio general,
clinico, que se encuentra integrado funcional y jerarquicamente en el hospital. De
acuerdo con la legislacion vigente, sobre regulacién de los servicios farmacéuticos
de hospitales, Ley de Hospitales de 21 de julio de 1962, Orden 1 de febrero de
1977 (BOE 19 de febrero de 1977) [118], y a la Ley del Medicamento 25/1990, de
20 de diciembre (BOE nUumero 306, 22 de diciembre de 1990) [119], este servicio
tiene encomendado, entre otros objetivos, llevar a cabo actividades de
farmacocinética clinica, efectuar trabajos de investigacion propios o en
colaboracién, asi como participar en ensayos clinicos y llevar a cabo cuantas

funciones puedan redundar en un mejor uso y control de los medicamentos.

Habitualmente, la monitorizacién de farmacos se realiza en una Unidad de
Farmacocinética Clinica, ubicada dentro del Servicio de Farmacia hospitalario. Es en
esta unidad donde la monitorizaciéon debe implicarse activamente en las principales

vertientes de la farmacocinética clinica: asistencial e investigadora.

Como actividad asistencial, la farmacocinética clinica trata de mejorar la
capacidad del personal médico para predecir la respuesta individualizada a un
tratamiento determinado. Esta actividad puramente asistencial se puede dividir en

tres fases bien diferenciadas:

» Valoracién del paciente, recomendaciones de dosificacidon inicial, asi como la

programacién para la obtencién de las muestras.

= Determinacién de la concentracion de farmaco en el fluido bioldgico e
interpretacién farmacocinética de los datos, seguida de una recomendacién

posoldgica.
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* Monitorizacion del paciente para valorar la respuesta clinica, los posibles
factores que pueden modificar el perfil farmacocinético del farmaco, y la

necesidad o no de nuevas determinaciones de concentraciones del farmaco.

La farmacocinética clinica, ademas de la individualizacién posoldgica,
permite identificar y resolver fendmenos de infra- o sobredosificacion, reacciones
adversas, interacciones farmacoldgicas, asi como errores de medicacién. De este
modo, constituye un componente esencial en la consecucion de los objetivos de la
atencidon farmacéutica y ayuda a alcanzar mejores resultados en el paciente
(descenso de la morbimortalidad, reduccion de la estancia hospitalaria y prevencion

de la aparicién de eventos adversos) [120].

En cuanto a la vertiente investigadora, todos los trabajos realizados, con
sus consiguientes datos obtenidos en las Unidades Hospitalarias de Farmacocinética
Clinica, constituyen una base excelente para la investigacién. Esta actividad debe
de estar orientada hacia la resolucion de aspectos clinicos concretos, como pueden
ser la deteccion de interacciones farmacoldégicas o de problemas de
biodisponibilidad, asi como la obtencién de informacién farmacocinética relevante
en determinadas poblaciones de pacientes (grandes quemados, fibrosis quistica,
criticos u oncologicos) y de sus requerimientos de dosificacion, o la evaluacion de

diferentes modelos y métodos de ajuste de datos.

I.8.- Empleo de técnicas analiticas para la monitorizacion de

antimicrobianos

Los métodos mas utilizados para la monitorizacion de antimicrobianos en
muestras bioldgicas (sangre, plasma, orina, ...) se basan en técnicas de
inmunoensayo y de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, acrénimo de
high-performance liquid chromatography) [121]. También se han descrito
metodologias que emplean técnicas de cromatografia gaseosa (GC, acrénimo de
gas chromatography) y de electroforesis capilar (CE, acrénimo de capillary

electrophoresis) [122].

A continuacién, se describen brevemente las caracteristicas principales de
los métodos y de las técnicas analiticas empleadas para la determinacién de
antimicrobianos en muestras de plasma, objeto de estudio de la presente Tesis

Doctoral.

25



Capitulo I

I1.8.1.- Técnicas de inmunoensayo

Las técnicas de inmunoensayo se basan en la formacidon de un complejo
estable de estequiometria definida entre el analito (antigeno, Ag) y un anticuerpo
especifico (Ac) utilizando distintos trazadores o marcadores, técnicas analiticas y

diferentes formatos de ensayo.

Los trazadores o marcadores (Ac* o Ag*) son moléculas de Ac o Ag unidas a
una molécula (como enzimas, isétopos radioactivos, moléculas fluorescentes o
guimioluminiscentes) que permite el revelado de la reaccién Ag-Ac. En funcién de la
naturaleza de dichos marcadores se habla de técnicas de enzimoinmunoensayo
(EIA, acrénimo de enzyme immunoassay), radioinmunoensayo (RIA, acréonimo de
radioimmunoassay), fluoroinmunoensayo (FIA, acrénimo de fluoroimmunoassay) y

quimioinmunoensayo, entre otras.

Con independencia del marcador empleado, los inmunoensayos se clasifican

en competitivos y no competitivos [123]:

* En los inmunoensayos competitivos, para la determinacion de un Ag en
una muestra, se afiade el Ac correspondiente y una cantidad conocida del
Ag*, asi ambos antigenos compiten en su interaccion con el Ac. Una vez
finalizada la reacciéon, se determina la cantidad de Ag* libre, que es

inversamente proporcional a la de Ag presente en la muestra.

= En los inmunoensayos no competitivos, para determinar un Ag, se utiliza
un Ac*. En este caso, la sefal obtenida es directamente proporcional a la

cantidad de Ag presente en la muestra.

Ademads, los inmunoensayos también pueden clasificarse en
heterogéneos u homogéneos en funcién de si se utiliza alguna técnica de
separacion o no previamente a la medida, respectivamente. En los métodos
basados en inmunoensayos heterogéneos los reactivos se encuentran en fase sélida
y se separa el complejo Ag-Ac de las moléculas libres mediante lavados. Estos
inmunoensayos permiten alcanzar limites inferiores de cuantificacion (LLOQ,

acronimo de lower limit of quantifcation) mas bajos que los homogéneos [123].

Se han desarrollado métodos analiticos de EIA homogéneos (EMIT,
acronimo de enzyme multiplied immunoassay tecnique) y heterogéneos (ELISA,
acrénimo de enzyme-linked immunoassay). Entre ellos, los ensayos ELISA son los
mas utilizados en la determinacién de antimicrobianos en el dmbito hospitalario

debido a su mayor sensibilidad [124].

Los ensayos ELISA competitivos pueden ser de captura de Ag o de captura

de Ac, dependiendo de si la fase sdélida estda recubierta de Ac o de Ag,
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respectivamente. En los primeros, se produce una competencia entre el Ag de la
muestra y el trazador (Ag* marcado con una enzima) por un numero limitado de
sitios de unién del Ac inmovilizado. En los segundos, el Ag de la muestra compite
con el Ag inmovilizado para unirse al Ac primario. En este caso, el trazador es un Ac
secundario marcado con enzimas que interacciona con el Ac primario. En ambos
casos, la cantidad de trazador unido se determina mediante la adicion de un
sustrato enzimatico cromogénico. La intensidad del color desarrollado en el uUltimo

paso es inversamente proporcional a la concentracion de Ag en la muestra.

Los ELISA no competitivos suelen implicar la unién del Ag de la muestra a
un exceso de Ac inmovilizado. Para determinar el Ag del complejo Ag-Ac, se emplea
un segundo anticuerpo (Ac* marcado con enzimas) y un sustrato cromogénico. En
este procedimiento, que también se conoce como ELISA en sandwich o ensayo
inmunométrico de dos sitios, la sefal medida es directamente proporcional a la

cantidad de Ag en la muestra.

Los ELISA que se han desarrollado para farmacos y otros compuestos de
pequefia masa molecular son, en su mayoria, de tipo competitivo, ya que estas

moléculas suelen poseer un solo sitio de unidn a anticuerpos.

Las técnicas de RIA son técnicas de inmunoensayo heterogéneo
competitivas. Se basan en la competicidon entre el Ag, y el analito marcado con un
radioisétopo (*2°I, Ag*) por un numero limitado de sitios de uniéon de un Ac.
Tradicionalmente, se aflade un segundo Ac que precipita al complejo Ag-Ac. Se
mide la radiacion gamma emitida por el precipitado. Estas técnicas destacan frente
a otras de inmunoensayo por sus bajos LLOQ alcanzados. Su mayor inconveniente
es la manipulacién por parte del analista de material radiactivo, asi como la gestion
de dichos residuos [124].

El FIA heterogéneo es analogo al RIA, salvo que el marcador es un
fluoréforo como la rodamina o la fluoresceina en lugar de un radioisétopo. El FIA
homogéneo competitivo se denomina inmunoensayo de fluorescencia de luz
polarizada (FPIA, acrénimo de fluorescence polarization immunoassay). FPIA es
una técnica muy utilizada en ensayos de laboratorio clinico para la cuantificacién de
analitos que se encuentran en muy baja concentracién en los fluidos biolégicos.
Esta técnica ha supuesto una mejora en términos de sensibilidad, precisién y
exactitud. Se utiliza un Ag* que compite con el Ag en la muestra por la uniéon a un
Ac.

En estos ensayos se hace incidir sobre la muestra un haz de luz polarizada
en plano vertical que provoca la excitacién del fluoréforo del Ag*. La intensidad de

fluorescencia se mide a través de otro filtro polarizador vertical. Las moléculas de

27



Capitulo I

Ag* libres giran rapidamente en la disolucién y emiten radiacién en planos
diferentes a la luz incidente y no se detecta. Sin embargo, el complejo Ag*-Ac tiene
una rotacion mucho mas lenta y emite radiacidon casi en el mismo plano que la luz
incidente y, por tanto, se detecta. A medida que la concentracion del analito
aumenta, disminuye la formacion del complejo Ac-Ag*, y aumenta la de Ag* libre,
por tanto, la intensidad de la luz polarizada obtenida es inversamente proporcional

a la cantidad de analito.

Los inmunoensayos de quimioluminiscencia directa son técnicas de
inmunoensayo heterogéneo competitivo, analogas al RIA, salvo que el marcador es
un éster de acridinio quimioluminiscente. Se utilizan microparticulas de oxido
férrico recubiertas con el Ac. El Ag, el éster de acridinio del farmaco (Ag*) y los Ac
se incuban durante un periodo determinado de tiempo y, a continuacion, las
microparticulas se separan con la ayuda de un campo magnético. Para determinar
la cantidad de Ag* unido al Ac se adiciona un reactivo oxidante que provoca la
formacion de N-metilacridona. Este compuesto se descompone y emite una intensa
radiacion que se detecta con la ayuda de un fotomultiplicador. La sensibilidad es al
menos tan alta como la de RIA y mejor que la de la mayoria de los demas

inmunoensayos no isotopicos [125].

El éxito en el ambito clinico de las técnicas de inmunoensayo se debe
fundamentalmente al desarrollo y comercializacion de equipos automatizados que
permiten obtener resultados de forma muy rapida. Entre sus inconvenientes cabe
indicar el elevado coste de los reactivos y equipos de medida, la falta de
selectividad en la determinaciéon de algunos antimicrobianos debido a la existencia
de reactividad cruzada entre diferentes antigenos por un anticuerpo [126-127] y su

aplicabilidad a un namero limitado de analitos.

1.8.2.- Técnicas cromatograficas

Existe un interés creciente en la implementacién de métodos
cromatograficos en el ambito hospitalario para la monitorizacion de
antimicrobianos. De hecho, guias recientemente publicadas por parte de diferentes
sociedades cientificas recomiendan el empleo de métodos validados basados en
HPLC para conseguir este objetivo que sean capaces de dar un resultado analitico
con rapidez para ser Utiles en el ambito asistencial (~24 h desde la extraccién de la
muestra hasta la notificacidn de los resultados analiticos) [86, 128-129]. Por este
motivo, las Unidades de Farmacocinética Clinica de los Servicios de Farmacia,
desempefian un papel crucial, tanto en la vertiente asistencial como investigadora

de la farmacocinética clinica.
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En los Ultimos afios, se han propuesto diferentes métodos cromatograficos
para la determinacidn de antimicrobianos en matrices bioldgicas complejas. Las
técnicas cromatograficas pueden proporcionar resultados rapidos y precisos, lo que
resulta de gran interés para mejorar la eficacia bactericida en el ambito clinico. La
variedad de mecanismos de separacion permite la identificacion y determinacion de
antimicrobianos de diferentes grupos, como penicilinas, macrdlidos,

aminoglucésidos, tetraciclinas, quinolonas y nitroimidazoles, entre otros [122].

Existen pocas referencias respecto al empleo de técnicas de cromatografia
gas-liquido (GLC, acrénimo de gas-liquid chromatography) para la determinacion
de antimicrobianos y sus metabolitos en muestras de plasma. Ello es debido a que
estos compuestos no son volatiles, por lo que su determinacion directa mediante
GLC resulta imposible; asi, las metodologias desarrolladas incluyen una etapa de
derivatizacion. En lo que respecta a la deteccidén, para el analisis de muestras de
plasma se han empleado fundamentalmente el detector de ionizacién en llama, de
captura electrénica (para derivados fluorados) y de espectrometria de masas (MS,

acronimo de mass spectrometry) [124, 130].

La técnica cromatografica mas empleada en la monitorizacién de farmacos
en muestras bioldgicas [122, 131], asi como en los estudios sobre su estabilidad
quimica es HPLC. En la Tabla 1.4 se resumen las caracteristicas mas significativas
de los métodos de HPLC desarrollados para determinar los antimicrobianos
estudiados en esta Tesis Doctoral en plasma, MER y PIP, CEF/TAZ, AMK, VOR, CAS
y ANI [132-245].

La mayoria de metodologias cromatograficas descritas en la bibliografia para
la determinacién de antimicrobianos emplean cromatografia liquida de reparto en la
modalidad de trabajo en fase inversa (RPLC, acrénimos de reversed phase liquid
chromatography). En estos métodos la fase estacionaria mas utilizada con
diferencia es la compuesta por C18, aunque también se han utilizado otras fases
estacionarias, como por ejemplo la C8 [137, 173, 181, 227-228, 235-236, 238,
243], C4 [225], fenilo [134, 144, 150, 166, 209, 214, 216, 220] y cianoalquilo
[229, 231]. En estas aplicaciones se emplean fases moviles basadas en mezclas
hidroorganicas compuestas por metanol (MeOH) o acetonitrilo (ACN) como

modificador organico.

La mayoria de antimicrobianos son muy poco solubles en disolventes
organicos apolares, por lo que la cromatografia liquida en fase normal no ha tenido
mucho éxito para su determinacion. No obstante, la modalidad de trabajo basada
en cromatografia de interaccion hidrofilica (HILIC acrénimo de hydrophilic

interaction liquid chromatography) con fases moviles ACN/agua ha mostrado su
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utilidad para la determinacion de algunos antimicrobianos como MER [142, 147] vy

AMK en muestras de plasma [184].

En lo que respecta a la detecciéon en HPLC, tal y como se observa en las
Tabla 1.4, el detector mas utilizado para la determinacion de antimicrobianos, es el
de absorcién ultravioleta/visible (UV-vis), seguido del de fluorescencia (FLD) y el de
MS. Las principales ventajas de la MS son los bajos limites de cuantificacion y que
permite la identificacion inequivoca de los compuestos que eluyen de la columna. El
inconveniente del empleo de detectores de MS es su coste, por lo que no siempre
estan al alcance de un laboratorio clinico de un centro asistencial hospitalario. En el
caso de la determinacién de AMK (compuesto muy hidréfilo y que, ademas, no
posee grupos cromoéforos), con el objetivo de mejorar tanto la separacion como la
deteccidon UV-Vis, suele someterse a un proceso de derivatizacién previo o posterior
a la separacién cromatografica, este aspecto se trata con mayor detalle en el
Capitulo VI.

En lo que respecta al tratamiento de la muestra previo al analisis
cromatografico, como se puede observar en la Tabla 1.4, en la mayoria de métodos
para la determinacién de antimicrobianos en plasma, se utiliza ACN para precipitar
las proteinas, seguido de centrifugacion para recuperar el analito del sobrenadante.
El ACN en comparacion con otros agentes precipitantes (p. ej., MeOH) presenta la
ventaja de que el precipitado se adhiere bien a las paredes del tubo y el
sobrenadante queda libre de particulas [130]. También se han desarrollado
procedimientos que emplean extracciéon en fase sdlida (SPE, acréonimo de solid
phase extraction). Asi, se han utilizado cartuchos con rellenos de silice, C18, C8 y
resinas de intercambio cationico [149-150, 154, 161-163, 168, 171-172, 178, 184,
214, 227, 230, 234, 236, 242]. Aunque en menor extension, también se han
descrito metodologias en las que se utiliza la extraccidn liquido-liquido (LLE,
acronimo de liquid-liquid extraction) con diferentes disolventes, como por ejemplo
cloroformo, CH:Cl>, éter metil tert-butilico (MTBE) y mezclas de diferentes
disolventes [132, 136, 150, 164, 170-171, 177, 193, 207-208, 212, 218].
Finalmente, en algunas aplicaciones se ha utilizado la ultrafiltracion [140, 152, 155,
163, 171-172, 179, 192] que permite la separacion de la fraccion de farmaco unida
a las proteinas plasmaticas de la fraccion libre. Para ello, se utilizan filtros de
celulosa regenerada que no permiten el paso de especies de masa molecular

superior a 10 kDa.
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Tabla I.4.- Resumen de algunos métodos de cromatografia de liquidos descritos en la bibliografia para la determinacion de los antimicrobianos estudiados en la presente

Tesis Doctoral en muestras de plasma.

Analito

Deteccion

Tratamiento de la muestra

Fase estacionaria y fase movil

Intervalo de
calibracion
(mg L)

Precision,
RSD © (%)

Exactitud,
Er dl (0/0)

Ref.

e LLE (Kit comercial MassTox® TDM|e FE: C18 MER: - 2, MER:<14.2¢, MER:<12.8¢,
MER MS-MS Series) ¢ FM (elucién en gradiente) MER: 1.25-45 1.25° <11.7f <9.4f [132]
PIP e Dilucion con tampdn comercial (Kit|-Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) PIP: 1.25-45 PIP: -2, PIP: <18.9¢, PIP:<7.5¢,
comercial MassTox® TDM Series) |-Fase B: HCOOH/MeOH (0.1:99.9, v/v) 1.25° <13.7f <8.8f
¢ Precipitacion de proteinas con ACN |e FE: C18 MER: - 3, MER: <12.2¢, | MER: <17¢,
MER MS-MS e Evaporacién con N2 e FM (elucion en gradiente) MER: 0.1-50 0.1° <16.7 f <7.8f [133]
PIP e Reconstituciéon con NHsAcO 5 mM|-Fase A: NH4sAcO 0.05 M (pH 2.4) PIP: 0.1-50 PIP: -2, PIP: <9.0 ¢, PIP: <17.6 ¢,
(pH 2.4)/ACN (93:7, v/v) -Fase B: HCOOH/ACN (0.1/99.9, v/v) 0.1° <11.0f <16.5f
« FE: PFP MER: 0.14 " |yER: <5.0¢, | MER: <14.8°¢,
MER MS-MS e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) MER: 0.2-100 1’0 b <6.3f <3.4f [134]
PIP MeOH -Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) PIP:0.2-100 PiP' 0.02 2 PIP: <2.6¢, PIP: <2.6°¢,
-Fase B: HCOOH/MeOH(0.1:99.9, v/v) 1 O.b : ' |<5.4fF <6.1f
¢ Adicidn de 1-octilamina y ACN « FE: C18 MER: 0.03 <5e
- . - : ) R , )
MER uv . Rec_ole_t:,c:lon de la fraccion organica « FM: HCOOH 0.5%/ACN (70:30, v/v) 0.1-100 Lo <8f [135]
y dilucion con MeOH 0.1
e FE: C18
e Precipitacion de proteinas con ACN [e FM: (elucion en gradiente) } <0.13, <10.1¢, <2.4¢
MER uv « LLE con H>CCl -Fase A: Hz0 0.1-100 0.1° <8.6 <5° [136]
-Fase B: ACN
e FE: C8 . _a . e . e
MER e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidén en gradiente) MER: 0.25-120 g”;%b ! rsﬁ f<6'5 ! TERS f<6'1 !
MS-MS MeOH/MTBE (90:10, v/v) -Fase A: HCOONH. 0.01 M/HCOOH S 22 . . . . [137]
PIP evmy ! PIP:0.5-400 PIP: - 2, PIP: <7.3¢, PIP: <1.7¢,
e Dilucién con H20 (99.9:0.1, v/v) 0.5 b <5.5° <8.1f
-Fase B: MeOH ) ) ’
L, , e FE: C18 MER: - 2, MER: <17.5¢, | MER: <18.3 ¢,
MER R Erif’ucc'fgaam” dcir']’mte'”ssoc/‘l’_'r‘cgco'\ll_' « FM (elucion en gradiente) MER: 0.1-150 | 0.1° <18.9° <8.4 138]
PIP (99.9:0.1, v/v) 2 — Fase A: HCOOH/H.O (0.1:99.9, v/v) | PIP: 0.1-150 | PIP: - 2, PIP: <14.6¢, |PIP: <15.3¢,
T — Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.1° <11.7f <10.0f
e FE: C18
e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) a <3.8¢ <3.3¢
PIP MS-MS MeOH - Fase A: NH4HCOs 0.01 M/NHsOH| 0.25-352 0.é5 b <1'2'8’f <1'2.7’f [139]

Dilucion con fase A

(99.6/0.4, v/v)
- Fase B: MeOH/NH4OH (99.6/0.4, v/v)




Tabla I.4.- Cont.

Exactitud,
E (%) Ref
e FE: C18
i , e FM (elucién en gradiente) -3 <11.0¢, <22.0¢, [140]
PIP uv * Ultrafiltracion - Fase A: TF 0.01M (pH 7.4) 2-200 20 <10.0 <18.0 f
- Fase B: TFA/ACN (0.1:99.9, v/v)
e FE: C18
e . e FM (elucién en gradiente) 0.01 ¢, <5.8°¢, <10, [141]
PIP MS-MS * Precipitacion de proteinas con ACN |- Fase A: HCOOH/H0 (0.1:99.9, v/v) 0.5-1000 0.5b <3.0f <9.3f
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
MER « Precipitacién de proteinas con con|® FE: HILIC MER: 0.2-40 E)/“ZR; T ggR3:f<2.9 K MER: <5.0&f | [142]
PIP MS-MS |~ ACN acidificado con 0.1% HCOOH |* FM: HCOONH: 0.1M (pH 6.5)/ACN| prp." 4 gg pIP: -2,  |PIP: <1.7¢, | PIP: <7.6°
(20:80, v/v) 0.4 <g.2f
o « FE: C18 MER: -, |MER: <12.0¢, | MER: <7.0¢,
MER wems | a'z'gc'O” con HCOOH 0.025 M en|, ey (alucion en gradiente) MER: 0.2-50 | 0.2° <12.5° <7.0° (143]
PIP « Precipitacion de proteinas con ACN -Fase A: HCOOH 0.025 M en H20 PIP:0.2-50 PIP: -8, PIP: <7.5¢, PIP: <7.0¢,
-Fase B: HCOOH 0.025 M en ACN 0.2° <7.4f <9.0f
o FE: PFP
« Precipitacién de proteinas con e FM (elucion en gradiente) MER: -2, MER: <8.6¢, MER: <13.5¢,
MER MS-MS MeOH -Fase A: NH4AcO 0.002M con HCOOH| MER: 0.1-100 | 0.1° <9.1°f <4.2°f [144]
PIP « Dilucién con Ha0 0.1% en H20 PIP: 0.1-100 PIP: -8, PIP: <9.4¢, PIP: <16.1°¢
-Fase B: NH4AcO 0.002M con HCOOH 0.1° <13.3f <19.7f
0.1% en MeOH
e Precipitacién de proteinas con: IEII\E/I (?elluscién en gradiente) LVIER' 0.03 MER=f<8-9 & MER:f<6-9e, (145]
MER MeOH/HCOOH (99.9:0.1, v/v) . MER: 0.5-32 b <8.9 <6.9
PIP MSMS | e Dilucion  con  H:0/HCOOH|FAsE Ar HEOONH 0.002 M/HCOOH| p1p. 0 5-32 0.5°  |pip: <6.8¢ | pIP: <3.9¢
(99.9:0.1, v/v) (99.9:0.1, v/v) PIP: 0.02% | ;g <3.9°
-Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.5
e FE: C18 MER: -2, MER: <16.1 ¢, | MER: <8.6¢,
MER MS-MS e Precipitacion de proteinas con ACN |e¢ FM (elucidn en gradiente) MER: 0.5-175 | 0.5° <18.1f <7.3f [146]
PIP e Dilucidén con Fase A - Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | PIP: 0.5-175 PIP: -2, PIP: <15.4¢, PIP: <16.0°¢
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.5 <16.9f <8.4f
e FE: HILIC
e Dilucion de la muestra con|e FM (elucidn en gradiente) 0.05 2 <1.7¢
MER MS-MS HCOONH4 0.001 M (pH 3) - Fase A: HCOONHs 0.01 M/HCOOH| 1-50 1'b ! <4'4 ¢ <3.3¢f [147]
¢ Precipitacion de proteinas con ACN | (99.9:0.1, v/v) ’
- Fase B: ACN




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud, Ref
RSD © (%) E: ¢ (%) .
e FE: C18
MER « Precipitacion de proteinas con ACN |* FM (elucién en gradiente) MER: 2-200 |08 | |egar o |diae [148]
PIP uv « Dilucion con H20 - Fa;ez ';' H3POs/H:0 (0.2:99.8, V/V)| prp.'s _ 500 | pIp: -2,  |pIP: <4.1¢, | PIP: <2.5¢,
] I(=Zse é-)ACN 5.00 <6.6° <3.5°
o SPE:
: « FE: C18 . .
MER uv - Eﬁjygrl\tse: MeOH/H0 (70:30, v/vy |* FM: Tris-HCI 100 mM (pH 8.5)/ MeOH| 5-50 St 385 <11 [149]
e Dilucion con H20 ' (85:15, v/v)
e Método 1:
- Precipitacion de proteinas con ACN « FE: C18
- LLE con H>CCl> . FM' (elucién en gradiente) Método 2 Método 2 Método 2
A - a e e
PIP uv * rs_t"cd8° 2 (SPE) _ Fase A: ACN/TFA 0.1% (3:97, v/v) | 17200 (1)'3' S :z'g . :g'g ! [150]
) Elt.;yente: MeOH/Fase B (60:40,| Fase B: ACN/TFA 0.1% (90:10, v/v) ! ' !
v/v)
e Precipitacion de proteinas con|e FE: PFP
ACN/HCOOH (99.9:0.1, v/v) e FM (elucion en gradiente) -9 <6.8 ¢, <5.3¢,
PIP uv e Evaporacion con N2 a 40 °C — Fase A: H3PO4 10 mM 2-100 2° <113 f <3.5 [151]
e Reconstitucion con HsPO4 10 MM |- Fase B: ACN
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente) MER: - 2, MER: <11.4¢, | MER: <2.8¢,
MER MS-MS o Ultrafiltracion -Fase A: HCOOH/NHsAcO 2 mM| MER: 0.5-75 0.5° <9.1°f <5.6f [152]
PIP e Diluciéon con Hx0 (0.1:99.9, v/v) PIP: 1.1-157 PIP: -8, PIP: <3.7¢ PIP: <7.4¢
-Fase B: HCOOH / NH4AcO 2 mM en 1.1°b <8.1° <0.8f
MeOH (0.1:99.9, v/v)
o FE: C18 MER: -2,  |MER: <5.1¢, | MER: <6.2¢,
MER MS-MS e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) MER: 1.25-40 | 0.15° <6.9f <4.2f [153]
PIP MeOH - Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) PIP: 6.25-200 PIP: -8, PIP: <4.2¢, PIP: <4.4°¢,
- Fase B: ACN 0.08° <6.0f <4.4f
e Precipitacion de proteinas con ACN
e Dilucion con MeOH/H.O (10:90,|e FE: C18 MER: -2, MER: <3.7¢,
MER MS-MS v/V) e FM (elucion en gradiente) MER: 0.25-50 | 0.5° <5.5f MER: <4.0¢f [154]
PIP  SPE - Fase A: HCOOH/H,0 (0.1:99.9, v/v) | PIP: 0.5-60 PIP: - 2, PIP: <3.2¢, PIP: <5.0¢f
- FE: HLB - Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.5° <5.2f
- Eluyente: MeOH/ACN (80:20, v/v)




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud, Ref
RSD © (%) E: ¢ (%) .
. L. FE: C18
o Ultrafiltracion ° L, )
_ I, e FM (elucion en gradiente) _ 0.09 @, <16.4¢, of
MER MS-MS | e (Dd"ic-'é’gg V/Vc)on HCOOH/H:0|" Lo A HCOOH/Ha0 (0.1:99.9, v/v) | 0-27150 0.27 b Drppy <10 [155]
T - Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
e Dilucion con MES « FE: C18
Precipitacion de proteinas con ACN ' -3, <6.5¢, <3
MER uv : Evapgradén conpNza 37 0c « FM: TF 0.1 M (pH 7)/MeOH (87:13,| 0.5-100 L Sear pr [156]
e Reconstitucién con MES v/V)
¢ Precipitacion de proteinas con ACN * FE: C18., ) . MERb: =% MER:f <10°%, MEE: <3%
MER MS-MS acidificado con 0.1% HCOOH e FM (elucion en gradiente) MER: 0.1-50 0.1 <10 <5 [157]
PIP « Dilucion con 0 19 H"COOH en H.o |- Fase Ai HCOOH/H:0 (0.1:99.9, v/v) | PIP: 0.1-25 PIP: - 2, PIP: <11 ¢, PIP: <5.0 ¢,
70 2~ |_ Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.1° <14 f <8.0f
« FE: C18 MER: 0.04 " |yeR: <18¢,
MER MS-MS | ® Precipitacion de proteinas con ACN [e FM (elucién en gradiente) MER: 0.1-5 0.1b <6f MER: - [158]
PIP e Dilucién con FM (1:3, v/v) -Fase A: HCOOH/H20 (0.01:99.99, v/v)| PIP: 0.1-5 PiP' 0.04 2 PIP: <18¢, PIP: -
-Fase B: MeOH e " <14 f
0.1°
o . o FE: C18 -2 <8.6°¢, i
PIP uv e Precipitacion de proteinas con ACN « FM: TF 0.02 M/ACN (75:25, v/v) 1-500 1.0b <22 f [159]
y ;r:gﬁ'tacm” de proteinas con|, e g MER: -2, |MER: <4.9¢, | MER: <9.4¢,
MER . e FM (elucion en gradiente) MER: 2-200 2.0° <6.5f <20.9f
uv e Evaporacion X . A i ; . [160]
PIP « Reconstitucién con TF 0.05 M (pH|" Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | PIP: 2-200 PIP: -8, PIP: <3.6¢, PIP: <6.6¢,
2.5) ' PHI_ Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 2.0° <4.7f <18.1
e SPE:
- FE: HLB « FE: C18 -3 <9.5¢, <6.2¢,
MER MS-MS | _ Eluyente: ACN/NH:ACO 2 mM (pH|e FM: NHsACO 2 mM/ACN (80:20, v/v) | 0-27200 0.19° <g.2" <4.1f [161]
4.8) (50:50, v/v)
e SPE e FE: C18
. . MER: - @ MER: <8.2¢
- FE: MCX e FM (elucién en gradiente) . ) b ¢ ! . of
e MS-MS |- Eluyente: NH«©OH 5%  en|-Fase A: HCOONH: 0.001 M/ACN| PR 2201 1025 |75 | HER: <617 |46
ACN/MeOH (60:40, v/v) (95:5, v/v) Bt 03> |<is57 -
e Dilucion con HCOONH4 1 M -Fase B: ACN ) )
MER ¢ Ultrafiltracion « FE: C18 MER: 0.1-50 E)/IE.R; T gERZZfZ.GEI MER: <7.2 &f
PIP uv « Dilucién con MES 1 M (pH 6.6)  |° \F/I/\Q/:) TF 0.05 M (pH 2.4)/ACN (92:8,| p1p."g 1.50 PIP: -2,  |PIP: <4.7¢, | pIp: <72 | [163]
0.1° <8.6F




Tabla I.4.- Cont.

. et Precision, Exactitud,
Analito, Deteccion Tratamiento de la muestra Fase estacio a y fase movil RSD © (%) E. 9 (%)
e FE: C18 MER: - 2,
MER MoMs | o Erlf’ucc'[’c;t]agf:l_‘f%pmte'”as con ACN | EM (elucién en gradiente) MER: 0.5-100 | 0.5° MER: <14.8 ¢ | MER: <5.8 ¢ | [164]
PIP e LLE con H CCIZ -Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) PIP: 1.5-100 PIP: -8, PIP: <12.8 &f | PIP: <5.7 &f
- -Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 1.5°
e Precipitacion de proteinas con HCI
0.01% en MTBE « FE: C18 -3 <5.5¢, <4.2¢, [165]
PIP MS-MS | . Evaporacion con N: « FM: HCOOH 0.02%/ACN (65:35, v/v) | 01710 0.1° <9.1 " <5.1
e Reconstitucién con FM
L, , FE: PFP
e Precipitacion de proteinas con ACN : L .
» FM (elucién en gradiente) -2 <2.9¢ <4.9¢ [166]
o - r ’ 14
MER uv : E‘éigg;i;‘lj’cr;écnozo'\r'f;éo c -Fase A: TF 0.01M (pH 7.0) 0.5-100 0.5b <2.3° <3.7°
-Fase B: MeOH
« FE: C18 MER: 1.0 2, |MER: <3.9¢, | MER: <2.1¢,
MER uv e Precipitacion de proteinas con ACN |e¢ FM (elucidn en gradiente) MER: 2-250 2.0° <3.4f <6.0f [167]
PIP e Dilucion con H20 -Fase A: H3PO4 0.01M (pH 2.0) PIP: 2-250 PIP: 1.0 |PIP: <4.1¢, PIP: <4.0¢,
-Fase B: ACN 2.0° <3.3f <16.0f
e SPE .
- FE: HLB i (CeI1L48ci6n en gradiente) MER: 0.05 *,|MER: <9.4¢, | MER: <6.2°,
MER — Eluyente: MeOH . MER: 0.1-50 0.1° <14.6f <7.6f
PIP MS-MS |, Evaporacién con N2 a 50 °C 'SZSS_OA' HCOONHa 0.01 M/HCOOH| b5 1 50 PIP: 0.001 ° PIP: <11.1¢, | PIP: <6.3¢, | [168]
e Reconstitucion  con  HCOONH4 (99.9:0.1, v/v) 0.1° <6.3f <9.3f
0.01M/MeOH (95:5, v/v) -Fase B: MeOH/HCOOH (99.9:0.1, v/v)
e FE: C18 MER: - MER: <5.9¢, MER: <7.6¢,
MER MS-MS e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) MER: 0.1-50 0.1° <7.8f <7.6f [169]
PIP DMSO -Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) PIP: 0.3-150 PIP: -8, PIP: <7¢, PIP: <7.7°¢,
-Fase B: HCOOH/MeOH (0.1:99.9, v/v) 0.3° <8.2°F <7.9f
« FE: C18 MER: - MER: <4.9¢, MER: <15.0¢,
MER e Precipitacion de proteinas con ACN . .o | MER: 5-250 5.0° <5.5f <12.0f [170]
PIP uv o LLE con CHCls « FM: TF 0.05M (pH 2.4)/ACN (92:8,| p1p."10_1000 | PIP: - 2, PIP: <2.4°¢, PIP: <10.0°¢,
vIv) 10.0 b <3.2° <3.0°
e Método 1 - Fraccion total . . ,
- Precipitacidn de proteinas con ACN |e FE: C18 (I\)/Iezt:cgools b rgtgdeo i9 4 f I:Igtgcio_lf [171]
PIP uv - LLE con H»CCl; e FM: TF 0.2M (pH 2.6)/ACN (90:10,| 0.5-500 oy O 0-0 4 =T 2.V
« Método 2 - Fraccién libre v/v) Metodo 2 |Metodo 2 Metodo 2
102~ 0.242,0.5%/<7.7¢,<9.3 f| <3.0¢,- f
- Ultrafiltracion
o FE: C18 .
MER uv ¢ Ultrafiltracion . FI/VI:)TF 0.1 M (pH 7.8)/MeOH (78:22,| 0.04-25 0.64 b <1.9ef - [172]
V/V




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud,
RSD € (%) E: ¢ (%)
e FE: C8
MER UV EreCIpltaaon de proteinas con ACN |, FM (elucién en gradiente) -2 <3.3¢, <3.9¢, [173]
* Evaporacion con N @ 30 °C -Fase A: TF 0.1 M (pH 6.8) 0.5-80 0.5° <104 <36
e Reconstitucion con MOPS (pH 6.8) F : ) : )
-Fase B: MeOH
e FE: C18
e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) -3, of B
CEF MS-MS HCIO4 2.5 M - Fase A: TFA/H20 (0.1:99.9, v/v) 0.5-50 0.5b <7.33 [174]
- Fase B: MeOH
e FE: PFP CEF: - 2b CEF: <14.8¢, | CEF: <10.5¢,
CEF MS-MS e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidén en gradiente) CEF: 0.1-40 TAZ.' d <13.3f <1.8f [175]
TAZ HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) - Fase A: HCOOH/H:20 (0.1:99.9, v/v) | TAZ: 0.05-20 0 05.b ! TAZ: <12.5¢ TAZ: <13.6¢,
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) ) <10.7f <9.8f
e FE: C18
CEF MS-MS e Precipitacidon de proteinas con ACN |e¢ FM (elucidn en gradiente) CEF: 1-125 CEF y TAZ:- |CEF y TAZ: CEF y TAZ: [176]
TAZ e Dilucion con la Fase A - Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | TAZ: 1-125 3,0.95° <12.5&f <6.50 &f
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
CEF: 0.05 ?, |CEF: <1.8°¢,
CEF UV e Precipitacion de proteinas con ACN |e FE: C18 CEF: 0.1-250 0.025° <5.2f CEF: <2 of [177]
TAZ e LLE con H2CCl2 e FM: TF 0.05 M/ACN (97.5:2.5, v/v) TAZ: 0.05-125 | TAZ: 0.1 23, |TAZ: <2.5¢, TAZ: <3.8 &f
0.05° <2.8f
e Derivatizacion con cloroformiato de
n-propilo al 15 % en acetona
¢ Neutralizacién con glicina 0.5 M e FE: C18 . CEF:-
e SPE: e FM: HCOOH al 0.1% y 2.7 pyg mL" . . e ¢ e ¢
o MS-MS |- FE: C18 cido citrico en H:0/HCOOH al 0.1%| $E7* g'f’;fo o S T Sh e S sy
- Eluyente: ACN/ HCOONH4 10%/| y 2.7 pg mL* &cido citrico en ACN U 0 1b‘ ! o A
NH4+OH 1.5%)/ acido citrico 1.25%/| (75:25, v/v) !
H20 (120:3:1:0.173:675,
v/V/V/V/V)
CEF Ultracentrifugacié filtro de[* FE7 €18 CEF: 0450 | 045 PP o
e Ultracentrifugacion con filtro de . : 0.4- . <4. <2.
TAZ uv celulosa regenerada «FM: TF 0.01 M pH 2.7/MeOH| 1p7. g 450 |TAZ:-3, [TAZ: <4.8¢, |TAZ: <4.1¢, | [17°]
(90.9:3.1, v/v) 0.4° <4.8° <3.3f




Tabla I.4.- Cont.

Exactitud,
E (%) Ref

e FE: C18
e FM (elucién en gradiente)
AMK MS « Precipitacion de proteinas con ACN | ~ Fas€ A: Hz0/HCOOH (99.05:0.05,| 5 5 45 0.6% <6.4° <11.4en | [180]
v/v) 2.3 <11.4
- Fase B: ACN/HCOOH (99.05:0.05,
V/V)
e Precipitacion de proteinas con ACN .
-PaEel : FE: C8 0.092, <56¢ < 3.3¢ [181]
AMK FLD . DerlyatlzaC|on con FMC, 20 mina T « FM: H20/ACN (35:65, v/v) 0.5-22 0.3° <a7f <a4f
ambiente
¢ Precipitacion de proteinas con ACN |e FE: C18 0.052 [182]
AMK FLD e Derivatizacién con FNBD, 30 min ale FM: NaAcO 0.01 M (pH 3)/ACN| 0.1-10 0'1 b 2.8¢ < 4.9¢, -f
75 oC (85:15, v/v) ’
) » Precipitacion de proteinas con|e FE: C18 ) ?, < 5.8 <5.0° [183]
AMK MS-MS | rgA « FM: HFBA 40 mM/MeOH (30:70, v/v) | 2730 1.0° < 4.7 <5.2f
e SPE:
- FE: mezcla intercambio catidnico y|e FE: HILIC
fase reversa e FM (elucion en gradiente):
) - Eluyente: MeOH/NH4+AcO (75:25,| - Fase A: ACN/NHsAcO 2 mM/HCOOH ) <9.4¢, < 5.6¢ [184]
AMK MS-MS v/V) (5:95:0.2, v/v/v) 0.1-5.0 0.1° -f -f
e Evaporacion a 70 °C por corriente| - Fase B: ACN/NHsAcO 2 mM/HCOOH
de aire y redisolucién con mezcla| (95:5:0.2, v/v/v)
de ACN/NH4+AcO 2 mM/HCOOH
e Precipitacion de proteinas con
EtOH y Na-COs « FE: C18 . . 1
AMK CLD e Derivatizacién post-columna con|e FM: hidrdgenoftalato de potasio (pH| 0.15-2.0 8(1)2 b :ggf - [185]
luminol/Cu?*/NaOH/NaCl/H.02/Trit | 3.35)/ACN (90:10, v/v) ’ ’
on X-100
e Precipitacion de proteinas con ACN
AMK o . Ezn;/g(t)lzg]cmn con NITC/piridina, 1, FE: C18 6-30 0.62, < 2.4 <95e [186]
. . b f f
« Adicién de metilamina/ACN, 5 min|® FM: H>O/ACN (57:43, v/v) 5.9 < 5.8 < 8.3
a 70 °C
e FE: C18
) . o , e FM (elucion en gradiente): ) -2, <4.5¢ < 8.8¢
AMK MS-MS Precipitacion de proteinas con TCA |~ Fase A: H0/HFBA (99:1, v/v) 0.25-25 0.250b <67°f f [187]
- Fase B: MeOH




Tabla I.4.- Cont.

Analito, Deteccion Tratamiento de la muestra Fase estaci ia y fase movil Eé?ft(':/:;j’ Ref.
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente): [ ]
o , - Fase A: H,0 -3, <28¢ <3.3¢ 188
AMK MS-MS * Precipitacion de proteinas con TCA | Fase B: ACN 0.3-50 0.3° <125f t
- Fase C: HFPA 200 mM/ NH4AcO 130
mM (50:50, v/v)
e FE: C18
e Precipitacién de proteinas con ACN * Fraéglitfl%r;gn gradiente): 0.05°2 <51¢® <12.0°¢ [189]
AMK FLD . aDrirtl)\i/:rtmltzeaCIon con FMC, 20 mina T| Fase B: ACN 0.5-10 0.4b <5 <100
- Fase C: HFPA 200 mM/ NH4AcO 130
mM (50:50), v/v)
e Derivatizacion con el reactivo
Hantzsch e FE: C18 R e
AMK uv (acetilacetona/formaldehido/ « FM: NaAcO 0.01 M (pH 5.0)/ACN| 0.1-25 8'8% b' b ‘5"51; ; - [190]
tampdn acetato 0.1M (pH 5)/H.O| (70:30, v/v) ) )
(20:10:10:60, v/v/v/Vv)
e FE: C18
o , o FM (elucién en gradiente) -2, <5.1¢ <7.9¢ [191]
VOR MS-MS * Precipitacion de proteinas con ACN |- Fase A: HCOOH/H.0 (0.1:99.9, v/v) 0.005-5 0.005° <13.1f <8.0f
- Fase B: ACN
Método 1:
e Método 1 - VOR total e FE: C18 Método 1: Método 1: |<4.9° Método 1 y 2:
VOR Ms-Ms | - Precipitacion de proteinas con ACN |e FM (elucién en gradiente) 0.1-10 -2,0.1" <5.4f <5.0¢ 1 [192]
e Método 2 - VOR libre - Fase A: H20 Método 2: Método 2: |Método 2: <6'0f
- Ultracentrifugacién - Fase B: ACN 0.02-2.5 -2,0.02° |<4.3¢ )
<4.7f
e LLE con MTBE
e Evaporacion de la  fraccién|e FE: C18 -a, <7.3¢ <18.2¢ [193]
VOR MS-MS organica con centrifugacion a vacio|- FM: H.O/ACN/MeOH (25:70:5, v/v) 0.001-0.2 0.001° <6.0f <16.8f
e Reconstitucion con FM
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente) [ ]
e Precipitacion de proteinas con|- Fase A: HAcO (35 mL L), NH4AcO (5 -2, <4.9¢ 194
VOR MS-MS ACN-MeOH g L1, TFA (2mL L) 0.1-10.1 0.1° <6.0" <4.2¢f
- Fase B: H20
- Fase C: ACN




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud, Ref
RSD © (%) E: ¢ (%) .
e FE: C18
. o, , e FM (elucién en gradiente) ) -3, <3.7¢ <8.7¢
VOR uv Precipitacion de proteinas con ACN | Fase A: H,O 0.25-16.0 0.25b <8.3f <8.4° [195]
- Fase B: ACN
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente)
_ L, , - Fase A: HCOOH/NH4AcO 0.01 M _ -2 <4.4¢ <7¢ [196]
VOR MS-MS e Precipitacion de proteinas con ACN (0.1:99.9, v/v) 0.1-6.5 0.1b <7.0f <5f
- Fase B: HCOOH/MeOH (0.1:99.9,
V/V)
o , e FE: C18 <2.7¢ <10.5¢ [197]
VOR MS-MS * Precipitacion de proteinas con ACN | FM: HCOOH 0.1 %/ACN (45:55, v/v) 0.1-6.0 0.1° <5.6° <4.6°
e Precipitacién de proteinas con ACN [e FE: C18 -a <7.2¢ <6.7°¢ [198]
VOR MS-MS e Evaporacion a vacio - FM: HCOOH 0.1 % en NHsAcO 0.01| 0.05-10.0 0 65” <7'9f <1'2 of
e Reconstitucién con FM M/ACN (50:50, v/v) ) ' ’
) o Precipitacion de proteinas con|e FE: C18 ) -2, <8.7¢ <3.3¢ [199]
VOR MS-MS | MeoH « FM: HCOOH 1 %/ACN (55:45, v/v) | 0:00271:0 0.002°  |<9.5f <3.2°
e FE: C18
) « Precipitacion de proteinas con HClle FM (elucién en gradiente) ) -3, <1.8¢ of [200]
VOR MS-MS 1 M/ ACN (0.1:99.9, v/v) - Fase A: HCOOH/H:0 (0.1:99.9, v/v) | 07720 0.7° <22 <24
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente)
) o Precipitacion de proteinas con|- Fase A: NHsAcO 0.002 M en H0/ ) -2, <6.6° <2.7¢ [201]
VOR MS-MS | HCOOH/ACN (0.5:99.5, v/v) HCOOH (99.9:0.1, v/v) 0.1-10.0 0.1° <7.4° <367
- Fase B: NH4AcO 0.002 M en MeOH/
HCOOH (99.9:0.1, v/v)
e FE: C18
) S . e FM (elucién en gradiente) ) -3 <4.4¢ of [202]
VOR MS-MS * Precipitacion de proteinas con ACN | Fase A: HCOOH/H-0 (0.1:99.9, v/v) 0.06-15.0 0.06" <4.5° <6.1
- Fase B: HCOOH/ACN(0.1:99.9, v/v)
e FE: C18 VOR: -9, VOR: <6.6¢ VOR: <10.0¢
VOR ) o , e FM (elucién en gradiente) VOR: 0.2-15.0 | 0.2° <18.6f <11.7f [203]
CASP MS-MS | « Precipitacion de proteinas con ACN | - ko a. HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | CASP: 0.5-50.0 | CASP: - 2, |CASP: <11.9 ¢ | CASP:<10.5 ©
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.5° <18.8f <13.6°
« FE: C18 R . .
VOR FLD | o Precipitacién de proteinas con ACN |- FM:  NH:AcO 0.1  M/ACN/TFA| 0.1-10.0 e <8.2% <2.5° [204]
.cq- 0.1 <14.4 <3.9
(40.9:59:1, v/v/Vv)




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud,
RSD € (%) E: ¢ (%)
. II\’/Ireegﬁltaaon de proteinas con| .. cis B
VOR uv L - FM: NaH:POs 0.05 M (pH 3.1)/ACN| 0.13-8.0 A - [205]
. Evaporacnon’con N2 (45:55, v/v) 0.13
e Reconstitucion con MeOH Y
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente)
e Precipitacidn de proteinas con ACN |- Fase A: NHsAcO 0.002 M en H:0 0.06°?, <3.1¢ of [206]
VOR MS-MS || Dilucién con FM acidificada con HCOOH 0.1-10.0 0.1b <2.8f <6.0
- Fase B: NH4AcO 0.002 en MeOH
acidificado con HCOOH
o LLE con éter dietilico/|e FE: C18
H>CClz/hexano/alcohol n-amilico  |e FM (elucion en gradiente) a <3.5¢ ., [207]
VOR uv « Evaporacién con Na - Fase A: NHsHCO5 10 M (pH 10) 0.05-10.0 0.05 <9.1° <16.3%1
e Reconstitucion con H.O/ACN - Fase B: ACN
* LLE con éter tert-butilico : EEI (?alll.nscién en gradiente) a <2.7¢ <6.7¢ [208]
VOR MS-MS | ¢ Evaporacion con o - Fase A: HCOONH. 0.01 M (pH 3.0) | 0:0°710:0 0.05° <4.8° <6.87
e Reconstitucion con FM F .
- Fase B: ACN
o FE: PFP
e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) a <9.2e <7.9¢ [209]
VOR MS-MS HCIO4 0.1 % en ACN/HCIO4 0.1 %|- Fase A: HCOONH4 0.01 M (pH 3.0f 0.1-15.0 0 ’lb <6'6f <8'7f
en MeOH (50:50, v/v) HCOOH) ’ ' :
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
e Precipitacion de proteinas con|e FE: C18 a, <4.2¢ of [210]
VOR MS MeOH « FM: HCOOH 0.1%/ACN (60:40, v/v) | 0:00270-3 0.002°  |<5.3f <>.7
VOR uv e Precipitacion de proteinas con ACN ' EI\E/I Ellzg/ACN (30:70, v/v) 0.25-16.0 0.’25 b :Zfo zizéf [211]
e LLE con hexano/HzCCIz_’ (70:30, « FE: C6 Fenil
v/Vv) y retroextraccion con ! .
MeOH/NaOH e FM (elucion en gradiente) a <2.9¢ [212]
VOR uv E L - Fase A: TF 0.01 M pH 2.5 0.05-10.0 b ¢ <3.0ef
* Evaporacion con N2 - Fase B: TF 0.01 M pH 2.5/ACN 0.05 <1.9
e Reconstitucion con TF 0.01 M pH (30:70 .v/v) ’ ’
2.5/MeOH (40:60, v/v) Y
e Precipitacion de proteinas con ACN |e FE: C18 a <4a.9e <a.7¢ [213]
VOR uv e Evaporacion a vacio e FM: TF 0.05 M pH 4.8/MeOH/ACN,| 0.1-8.0 0 'lb <9'5f <1.2 9f
e Reconstitucion con FM (65:10:25, v/v/v) ’ i ’




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud, Ref
RSD © (%) E: ¢ (%) .
e Precipitacion de proteinas con
MeOH/ ZnS0O4 0.2 M (80:20, v/v) |e FE: PFP a <8.7¢ <6.0¢
VOR MS-MS e SPE: e FM: HCOONH4 0.002 M/ACN (80:20, 0.014-10.0 0 614b <8'1f <2'7f [214]
- FE: Oasis HLB v/v) ' '
- Eluyente: ACN/H20 (80:20, v/v)
e FE: C18
e Precipitaciéon de proteinas conl|® E;/Iséekc:_?goegHgBai'%Zte) R . o
- : . /NH4AcO 0.002 0.063, <3.5 <9.0
VOR MS-MS ?ZCS'\!/I'\;'?gOH/V/V)Z”SO“ 02 M M(0.1:99.9, v/v) en H0 0.06-20.0 0.1b <11.7° <11.0° [215]
e - Fase B: HCOOH 0.1 %/NHsAcO 0.002
M (0.1:99.9, v/v) en ACN
e SPE: e FE: C6 Fenil
- FE: fase reversa C18 e FM (elucion en gradiente) a <4.0¢ <i4e [216]
VOR MS-MS - Eluyente: HCOOH 0.1 % en H:0/|- Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | 0.05-10.0 0 65b <3'3f <4'2f
HCOOH 0.1 % en MeOH (20:80,|- Fase B: HCOOH/MeOH (0.1:99.9, ’ : ’
v/V) v/V)
¢ Precipitacion de proteinas con n-|e FE: C18
hexano/acetato de etilo/NHsOH|e FM (elucidn en gradiente) [ ]
(70:20:10, v/v/v) - Fase A: HCOOH/H.O (0.05:99.95, -2, <9.8¢ <9.4¢ 217
VOR MS-MS |, Evaporacion a vacio v/V) 0.06-15 0.06° <9.9f <0.5f
e Reconstitucion con H.O/ACN|- Fase B: HCOOH/ACN (0.05:99.95,
(50:50, v/v) v/V)
. I(_LE cor/1 ;-hexano/acetato de etilo « FE: C18 218]
3:1, v/v . . - <6.0°¢ <8.6¢
VOR FLD « Evaporacién con Nz . \Ijl/‘t) TF 0.01M pH 2.5/ACN (55:45,| 0.1-10.6 0.1° <5.1f <4.5f
e Reconstitucion con FM
e FE: C18
e . e FM (elucién en gradiente) 0.072, <9.3¢ <10.13® [219]
CASP MS-MS » Precipitacion de proteinas con ACN | Fase A: HCOOH/H0 (0.1:99.9, v/v) 0.2-20.0 0.2° <77 f <7.5°f
- Fase B: MeOH
o FE: PFP
e FM (elucién en gradiente)
e Precipitacién de proteinas con|- Fase A: H>0/i-PrOH/HCOOH -2, <8.0¢ <9.4¢ [220]
CASP MS-MS | MeoH (90:10:0.1, V/v/v). 1.3-40 1.3° <15.8° <10.3°
- Fase B: MeOH/i-PrOH/HCOOH con
NH4ACcO 2 mM (90:10:0.1, v/v/v)




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud, Ref
RSD © (%) E: ¢ (%) .
e FE: C18 CASP:0.012,|CASP: <4.4 ¢ CASP:<11.8 ¢
CASP MS-MS e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) CASP: 0.2-10.0 | 0.2° <9.0f <12.8f [221]
ANI HCOOH/ACN (0.5:99.5, v/v) - Fase A: HCOOH/H20 (0.1:99.9, v/v) | ANI: 0.2-10.0 ANI: 0.05°9, |ANI: <11.2°¢ ANI: <6.2 ¢
- Fase B: ACN 0.2° <89 f <5.6f
* Precipitacién de proteinas con ACN |e FE: C18 a R R
CASP FLD | « Evaporacién con Na « FM: TF 0.02 M (pH 2.5)/ACN (65:35, 1.0-20.0 9o <10.47° <4.8° [222]
o, . <13.63 <4.6
e Reconstitucion con TF v/V)
e FE: C18
, , . i i . a 3¢ .0¢ 223
CASP MS-MS * Precipitacion de proteinas con ACN |- E?sée,lo‘ljcggo%hgﬁge(rgi);99.9, v/V) 0.05-20.0 882{, ! :gg ¢ :gg ¢ [ 1
- Fase B: MeOH
e FE: C18 CASP: -3,
CASP FLD )  FM (elucién en gradiente) CASP: 0.13-100( 0.13° CASP: <6.5° | _ [224]
ANI - Fase A: TFA 0.1% en H20 ANI: 0.05-10 ANI: -2, ANI: <2.4 &f
- Fase B: TFA 0.1% en ACN 0.05°
e FE: C4 CASP:0.03?%,|CASP: <8.9 ¢ CASP: <11.9¢
CASP o , e FM (elucién en gradiente) CASP: 0.11-5.4 | 0.11° <7.3f <3.4f [225]
ANI MS-MS | e Precipitacion de proteinas con ACN | p e s HCOOH/H,0 (0.1:99.9, v/v) | ANT: 0.06-6.4 | ANI:0.008%, [ANI:<15.4¢ | ANI: <11.7¢
- Fase B: ACN 0.06° <18.2f <6.8f
CASP ) E?ggﬁ?f\gﬂ (odg % rSOtEII/na)S conl (Ce'l‘?dé” en gradiente) CASP: 0.06-30 g%sspb: | Céssp:f o8 [226]
.5:99.5, v/v - : 0.06- . <4. <2.
ANI MS-MS |, Dilucién con MeOH/HCOOH 0.1%)" (Fg;eg_g'l "\'5\?)0“““ 10 mM/HCOOH| sn1: 0.1-12.0 ANI: -2, |ANI: <2.4¢ | ANL: <8.7¢
en HCOONH4 10 mM (50:50, v/v) - Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v) 0.1 <8.9 <8.8
e SPE:
- FE: fase reversa C18 e FE: C8 a <7.0¢ [227]
CASP FLD - Eluyente: HAcO 4% en MeOH e FM: TFA (pH 3.0 DEA)/ACN (60:40,| - 0 ib <16 0f -
- Evaporacién con N2 v/Vv) ' '
e Reconstitucion con FM
e Método 1
- Precipitacion de proteinas con ACN
- Dilucién con FM e FE: C8 Método 1 Método 1 Método 1 [228]
CASP MS-MS e Método 2 e FM: HAcCO 1% en NHsAcO 10f 0.04-20 -8, <1l1.6°¢ <5.7 ¢
- Precipitacion de proteinas con ACN | mM/HAcO 1% en ACN 0.04° <7.8f <5.3f
- Evaporacién con N2
- Reconstitucién con FM




Tabla I.4.- Cont.

Precision, Exactitud,
RSD € (%) E: ¢ (%)
e Precipitacion de proteinas con ACN |e FE: CN -a <9.7¢ <5.7¢
CASP e Evaporacion con N2 e FM: acido citrico (0.05M pH 6.3)/ACN| 0.07-35 0 67 b <10.3° <8'3f [229]
e Reconstitucién con FM (67:33, v/v) ’ . )
o SPE: e FE: C18
- FE: fase reversa C8 e FM (elucion en gradiente) _a <5.7¢ <1.7¢ [230]
CASP FLD - Eluyente: TFA 0.05 % vy NaOH|- Fase A: TFA (pH 3.0)/H.0O (0.1:99.9,| 0.13-10.0 0 ’13b <5'3f <1'0 e
0.25 M en MeOH (50:50, v/v) v/Vv) ’ ’ ’
- Evaporaciéon con N2 - Fase B: ACN
e SPE: e FE: CN
- FE: fase normal Diol e FM (elucién en gradiente) -a <16.1°¢ <16.4 ¢ [231]
CASP MS-MS |, Eluyente: ACN/HCOOH 0.1 % enl|- Fase A: HCOOH/H:0 (0.1:99.9, v/v) | 2-220 0.2° <121 <10.4°
H>O (20:80, v/v) - Fase B: ACN
e FE: C18
e FM (elucién en gradiente) 0.012 [232]
ANI uv e Precipitacion de proteinas con ACN |- Fase A: NH4AcO/H20 (0.1:99.9, v/v)| 0.10-10.0 0'10 b <15.0 &f -
(pH 5.0) )
- Fase B: ACN
e FE: C18
e Precipitacion de proteinas con Fase|e FM (elucidn en gradiente) a [233]
ANI MS-MS B - Fase A: HCOOH/H.0 (0.1:99.9, vv) | 0:0078-> 0.0078° -
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
o SPE:
- ElEdyE:ti-revf\rcsﬁ/f(?ﬂzpo‘; 10 mm|® FE €18 .
ANI FLD (70:30 \;/v) o FM (elucién en gradiente) 0.03-20 0.0082, <23.7°¢ ) [234]
Evanoracis o - Fase A: KH2PO4 10 mM (pH 4.5) ) 0.03° <14.6f
- Evaporacion a 40 °C - Fase B: ACN
e Reconstitucion con ACN/KH2PO4 10 ’
mM (50:50, v/v)
e FE: C8
e Precipitacién de proteinas con|e FM (elucién en gradiente) _a <7.8¢ [235]
ANI MS-MS MeOH/ACN/HCOOH - Fase A: HCOOH 0.1% en H20 0.5-12.0 0 ’5b <16 of -
(33.3:33.3:33.3, v/v/v) - Fase B: HCOOH 0.1% en ACN : '




Tabla I.4.- Cont.

Analito, Deteccion Tratamiento de la muestra Fase estacionaria y fase movil :;TJCICS(Ig/:S E;raf t(':/t:;l " Ref.
e Precipitacion de proteinas con
ACN/ NH4AcO pH 4.0 (10:90, v/v)
(] .
ANI woo|C FE: fase reversa Cf . Fh: NHACO 50 mM (pH 4.0)/ACN| 0.02-5.1 o 5 [236]
- Eluyente: ACN/NHACO pH 4.0" 5 oo ‘\‘//\C/) mi-pH 4. e 0.02° <11.6f <4.5f
(70:30, v/v) T
- Evaporacién a 40°C
e Reconstitucién con FM
e FE: C18
ANT FLD |« Precipitacion de proteinas con ACN [* T (SUCEn en gradiente) - o0s-100 | e |2 - (2371
- Fase B: TFA/ACN (0.1:99.9, v/v)
e Precipitacion de proteinas con|e FE: C8
MeOH e FM (elucién en gradiente) -3, <7.3% <4.3¢,
ANI MS-MS | . Dilucion con NH:ACO 50 mM pH|- Fase A: HCOOH/Hz0 (0.1:99.9, v/v) | 2:0°-20:0 0.05° -t - [238]
4.0 Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
e FE: C18
ANI FLD e Precipitacién de proteinas con ACN ' E;llsée,lb‘ljC{'?:l/e:zgr?g.li?;g)s, V/v) 0.006-10.0 6.006b _<f47 d _<f50 ! [239]
- Fase B: TFA/ACN (0.1:99.9, v/v)
e FE: C18
e Precipitacion de proteinas con|e FM (elucidn en gradiente) a <10.1¢ [240]
ANI MS-MS HCOOH/ACN (0.5:99.9, v/v) - Fase A: HCOOH/HCOONHs 10 mM| 0.1-50.0 0 ib - e
e Dilucion (no especifica disolvente) (0.1:99.9, v/v) ’
- Fase B: HCOOH/ACN (0.1:99.9, v/v)
« FE: C18 .
ANI UV . Pr_ecipjtacién de proteinas con ACN |e FM (elucidn en gradiente) 0.1-20.0 01 <4.4¢, <10.4¢, [241]
e Dilucion con Fase A - Fase A: NH4AcO 0.1 % (m/v) pH 7.0 ) ) ) <8.4f <12.6f
- Fase B: ACN
e Precipitacion de proteinas con
MeOH/ZnS04 0.2 M (80:20, v/v) .
e SPE: e FE: C18 0.017, <6.6°¢ <1.5¢ 242
ANI MS-MS | FE: HLB « FM: H20/MeOH (50:50, v/v) 0.04-10.0 0.04° <5.37 <2.5°
- Eluyente: MeOH/NH4AcO 10 mM +
HAcO 0.1 % (97:3, v/v)
ANI UV o Precipitacién de proteinas con|® IEII\E/I Cilg\lH PO. 5 mM/ MeOH (55:45.| 1.0-10.0 -a, <1.8¢ <6.9¢ 243
MeOH 'V/V')( 4):POs 5 mM/ MeOH (55:45,| 1.0-10. 1.0® <4.1f <7.3f [243]
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S eiae g Precision Exactitud
Analito Deteccion Tratamiento de la muestra Fase estacionaria y fase moévil calibracion LOQ ® C 4 d ! Ref.
(mg L) (mg L) RSD © (%) E: 9 (%)

e FE: C18
e Precipitacion de proteinas conle FM (elucién en gradiente) 0.05-10.0 -3, <5.1¢ [244]
MeOH - Fase A: NH4AcO 10 mM pH 4.0 ! ' 0.05° <6.5f

- Fase B : MeOH

ANI uv

e FE: C18

e FM (elucién en gradiente)

e Precipitacion de proteinas con|- Fase A: NH4HCOs; 1 M/H.O/MeOH/ 0.05-20.0 -2,
MeOH NH4OH (1:90:8.4:0.6, v/v/v/v) ' ' 0.05°b

- Fase B: NH4HCOs 1 M/H20/ACN
(1:4:95, v/v/Vv)

ANI MS-MS <4.8¢f <4.7ef [245]

aLimite de deteccidn. ® Limite de cuantificacion. € Desviacidon estandar relativa. 9 Error relativo. © Intradia. f Interdia.

Abreviaturas: 2-PrOH: 2-propanol. ACN: acetonitrilo. AD: deteccion amperométrica. AMK: amikacina.ANI: anidulafungina.C18: octadecilsilano.C4: butilsilano. C6:
hexilsilano. C8: octilsilano. CASP: caspofungina. CEF: ceftolozano. CLD: detector de quimioluminiscencia. CN: ciano. DEA: dietilamina. DMSO: dimetilsulféxido. EtOH:
etanol. FE: fase estacionaria. FLD: detector de fluorescencia. FM: fase mdévil. FMC: 9-fluorenilmetil cloroformato. FNBD: 7-fluoro-4-nitrobenz-2-oxo-1,3-diazol. HAcO:
acido acético. HCI: acido Clorhidrico. HFBA: acido heptafluorobutirico. HFPA: acido heptafluoropentandico. HILIC: cromatografia liquida de interaccién hidrofilica. HLB:
balance Hidrofilico-Lipofilico. IDA: 1-metoxicarbonil indolicina-3,5-dicarbaldehido. i-PrOH: isopropanol. LLE: extraccion liquido-liquido. MCX: intercambio catiénico. MeOH:
metanol. MER: meropenem. MES: acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico. MOPS: acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico. MS: espectrometria de masas. MS-MS:
espectrometria de masas en tdndem. MTBE: eter metil tert-butilico. NaAcO: acetato de sodio. NaAcO: acetato sddico. NH4AcO: acetato amdnico. NHsAcO: acetato de
amonio.NITC: 1-naftil isotiocianato. PFP: pentafluorofenilo. PIP: piperacilina.SPE: extraccion en fase sodlida. TAZ: tazobactam. TCA: acido tricloroacético. TDM:
monitorizacion terapéutica de farmacos. TEA: trietilamina. TF: tampodn fosfato. TFA: acido trifluoacético. UV: espectrofotémetro UV-visible. VOR: voriconazol.



Capitulo I

1.9.- Validacion de métodos analiticos para la monitorizacion de farmacos

en el ambito hospitalario

La validacién de métodos analiticos que generen datos cuantitativos de
concentracion de farmaco en diferentes matrices bioldgicas (p. ej. suero, plasma,
sangre, orina o saliva) y que vayan a utilizarse en ensayos clinicos o para la
determinacion de parametros farmacocinéticos o toxicocinéticos en humanos o

animales es imprescindible.

Para llevar a cabo la validacién de un método bioanalitico se pueden seguir
las recomendaciones descritas en guias de diferentes organismos o instituciones de
prestigio. Algunos ejemplos de estas guias son las publicadas por la Agencia
Europea del Medicamento (EMA, acréonimo de European Medicines Agency) [246], o
las guias de la Food and Drug Administration (FDA) [247].

En la presente Tesis Doctoral se han seguido las recomendaciones de la
EMA. Segln esta guia, se debe realizar una validacion completa de cualquier
método analitico ya sea nuevo o bien adaptado de la bibliografia. Esta validacion
debe realizarse para cada analito y para cada matriz en la que se vaya a realizar

dicha determinacion.

Segun la EMA, las “caracteristicas de un método bioanalitico” esenciales
para asegurar la aceptabilidad vy la fiabilidad de los resultados analiticos son: LLOQ,
aceptabilidad de la curva de calibrado, exactitud, precisién y selectividad. También
se incluyen otros aspectos que pueden afectar a la exactitud y precision: integridad
de dilucién, contaminaciéon por efecto memoria, estabilidad del analito en las
disoluciones durante el periodo completo de almacenamiento y en las condiciones
de procesado, en este ultimo caso también la del patrén interno (PI) (si procede).
Todas las disoluciones empleadas en la validacion del método deben preparase
aditivando con el analito blancos de la muestra bioldgica. En la Tabla 1.5 se
resumen para cada una de estas caracteristicas analiticas la metodologia a utilizar

para su validacion, asi como, los criterios de aceptacion.
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Tabla I.5.- Caracteristicas analiticas a validar segun la guia de la EMA.

Caracteristica Disoluciones Criterio de Comentario
aceptacion

Limite inferior
de
cuantificacion

(LLoQ)

= Blancos muestra
aditivados con anallto

= Blanco de muestra

= Sefial (LLOQ) >
5-Sefial (blanco)

El LLOQ debe adaptarse a
las concentraciones
objetivo de estudio

Aceptabilidad
de la curva de

= Blancos de muestra
aditivados con analito (nc >

» Er (LLOQ) <+ 20%
» Er (resto) <+ 15%

Intervalo de
concentraciones: LLOQ-

calibrado 6) ULOQ
= Blanco de muestra = Se deben realizar réplicas
= Muestra cero (blanco de de cada control
muestra aditivado con PI) = Deben construirse al
menos 3 curvas de
calibracion
= El 75% de los patrones de
calibracion deben cumplir
los criterios de aceptacion
Exactitud " nc>4: = Er (LLOQ) <+ 20% |= Exactitud intra-dia: en
- LLOQ = Er (QCs) <+ 15% una misma sesion de
- 3.LLOQ (QC bajo) trabajo, se d’eb'en realizar
. al menos 5 réplicas por nc
- 30-50% del intervalo de . E titud inter-dia:
concentraciones de la curva dxt?c ftu I n elr 1a: sg
de calibrado (QC medio) seesigge?adgat:'aaba?:)er;?\sal
- 0.75-ULOQ (QC alto) menos 2 dias
Precision " nc>4: = RSD (LLOQ) < 20% |= Precision intra-dia: en
- LLOQ = RSD (QCs) < 15% una misma sesién de
- 3.LLOQ (QC bajo) trabajo, se d,eb_en realizar
- al menos 5 réplicas por nc
- 30-50% del intervalo de « Precisién inter-dia:
concentraciones de la curva drgcusuonl_ in er 1a: sg
de calibrado (QC medio) €ben reajizar al menos
| sesiones de trabajo en al
- 0.75-ULOQ (QC alto) menos 2 dias
Selectividad = Al menos 6 blancos de|= Sefial (blanco) <
muestra independientes (sin| 0.2-Sefial (LLOQ)
aditivar)
= Blanco de muestra aditivado
con analito al LLOQ
Integridad de|* Blanco de muestra aditivado|= Er <+ 15% = Se deben realizar al
dilucién con analito a una|s RSD < 15% menos 5 determinaciones
concentracion mayor al ULOQ por dilucién
y diluido con blanco de

muestra sin aditivar

Efecto memoria

= Blanco de muestra aditivado
con analito a una

= Sefal (blanco) <
0.2-Sefial (LLOQ)

El blanco de muestra sin
aditivar se procesa justo

concentracidn igual al ULOQ o después de las
alternativamente una disoluciones que
muestra con una contienen analito
concentracion elevada de
analito
= Blanco de muestra sin

aditivar

Estabilidad = nc=2: = E-<+15% = Se deben realizar estudios

- 3-LLOQ (QC bajo)
- 0.75-ULOQ (QC alto)

de estabilidad a corto y
largo plazo en las
condiciones de
almacenamiento
(temperatura, tiempo, ...)
y en los equipos de
medida

Abreviaturas: E::

error relativo. LLOQ:

limite de cuantificacion inferior. nc:

nivel de concentracion. PI:

patron interno. QC: control. RSD: desviacidn estandar relativa. ULOQ: limite de cuantificacion superior.
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Objetivos

Tal y como se ha comentado en el Capitulo I, la implementacion en el ambito
hospitalario de un plan para la monitorizacion de antimicrobianos junto con la
aplicacion de objetivos farmacocinéticos/farmacodinamicos, permite optimizar el
tratamiento farmacoldgico de pacientes hospitalizados, lo que resulta en un beneficio
clinico significativo para los mismos. Este hecho cobra especial importancia en el caso
de pacientes criticos ingresados en las UCI, asi como en pacientes
oncohematoldgicos, ya que se ha demostrado que las pautas estandarizadas para la
dosificaciéon de antimicrobianos no resultan adecuadas para estos pacientes debido a
gue las alteraciones en su estado fisiolégico (provocadas por la infeccién y las
intervenciones que se realizan en estos pacientes) alteran los parametros
farmacocinéticos de estos farmacos y, por consiguiente, su concentracion plasmatica

y grado de exposicion a los mismos.

Para llevar a cabo esta monitorizacién, existen guias que recomiendan el
empleo de técnicas cromatograficas validadas que sean capaces de proporcionar
resultados analiticos con relativa rapidez, en un plazo maximo de 24 h, considerado

util dentro del ambito asistencial.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el desarrollo, puesta a punto y
validacion de métodos cromatograficos ajustados a propdsito utilizando el
equipamiento disponible en el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de
Farmacia y en el Servicio de Farmacia del Hospital Clinico Universitario de Valencia
para la monitorizacidon de antimicrobianos de interés en plasma de pacientes criticos

ingresados en la UCI y pacientes atendidos en el Servicio de Oncohematologia.
Los antimicrobianos estudiados en esta Tesis Doctoral incluyen:
= Antibacterianos:

- Betalactédmicos: MER, PIP (Capitulo IV) y CEF combinado con TAZ
(Capitulo V)

- Aminoglucésidos: AMK (Capitulo VI)
= Antifungicos:
— Triazoles: VOR (Capitulo VII)

- Equinocandinas: CASP (Capitulo VIII) y ANI (Capitulo IX)

La instrumentacién disponible en la Unidad de Farmacocinética Clinica del
Servicio de Farmacia es un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion provisto de
un sistema de inyeccion automatico, detector UV-Vis de longitud de onda variable y

detector FLD; asi como, una columna C18. Para el desarrollo del método de AMK en
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el Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de Farmacia se disponia de un
cromatdgrafo de liquidos provisto de un sistema de inyeccién manual y detector FLD,

también con una columna C18.

Los objetivos especificos para la consecucién de este objetivo general se

indican en cada uno de los capitulos correspondientes.
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Experimental y metodologia general

En el presente capitulo se exponen aspectos generales sobre el experimental
y la metodologia (equipos utilizados, reactivos, preparacion de las disoluciones
utilizadas para la preparacion de las fases mdviles, procedimientos para el
acondicionamiento de los sistemas cromatograficos, validacién de los métodos
desarrollados segun las recomendaciones de la EMA, aseguramiento interno de la
calidad y el analisis farmacocinético, procesamiento y tratamiento de los datos, y
programas informaticos utilizados) seguida en los capitulos posteriores. Los aspectos
concretos acerca de los métodos cromatograficos, preparacion de disoluciones de los
analitos, tratamiento de las muestras de plasma, dosificacién de pacientes y tiempos

de muestreo se detallan en el apartado de experimental de cada uno de los capitulos.

III.1.- Instrumentacion

El agua utilizada para la preparacién de todas las disoluciones y fases moviles
fue de calidad ultrapura obtenida con los sistemas Ultra Clear TWF UV (Siemens
Water Technologies, Barsbiittel, Alemania) y ELGA-PURELAB flex (ELGA Lab. Water.,
Madrid, Espafia). Para el ajuste del pH de las fases moviles y disoluciones tampon se
utilizaron dos pH-metros ambos provistos de un electrodo combinado de vidrio-
calomelanos (Crison Instruments, S.A., modelo micropH 2000, Alella, Barcelona,

Espaia).

Durante el tratamiento de las muestras se utilizd el vortice Vortex Mixer SA3
(Stuart Scientific, Staffordshire, Reino Unido). Se empled una centrifuga para tubos
de tipo Vacutainer® para extraccion de muestra de sangre (Nahita - Instrumentacion
Cientifico-técnica S.L., Madrid, Espafia) y una centrifuga para tubos Eppendorf®
(Abbott Laboratories, Illinois, EE.UU.). En los estudios para la optimizacion del
tratamiento de muestras para la determinacién de MER y PIP se utilizaron tubos de
ultrafiltracion Centrifree® Ultrafiltration Devices (Merck Millipore Ltd., Tullagreen,
Irlanda) con membranas Ultracel® de celulosa regenerada (masa molecular de corte:
30 kDa).

En el caso particular de AMK, las muestras se agitaron con un vértice Velp
Cientifica Vortex (Usmate, Italia) y se usd una centrifuga para tubos de ensayo
(Heraeus, S.A., Sepatech Medifuge, Boadilla del Monte, Madrid, Espafia). Se utilizé
un bafio termostatizado JP Selecta S.A. (modelo Frigiterm-10, Abrera, Barcelona,

Espafa) con temperaturas regulables desde -10 °C hasta 100 °C.

Para la obtencion de los espectros de absorcién UV-Vis de aquellos analitos
analizados mediante deteccidon UV-Vis, excepto AMK, se utilizd el espectrofotémetro
de fila de diodos modelo zuzi-4488 (AUXILAB S.L., Beriain, Navarra, Espafia). Para
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el control de este instrumento, la adquisicion y el tratamiento de los espectros se
utiliz6 el programa UVWIN 5.0 (PG Instruments Limited, Woodway Lane,

Leicestershire, Reino Unido).

Los espectros de absorcion UV-Vis de AMK se obtuvieron con el
espectrofotometro de fila de diodos Hewlett-Packard modelo 8453 (HP inc., Palo Alto,
California, EE.UU.). Para el control de este instrumento, la adquisicién y el
tratamiento de los espectros de absorcién obtenidos se utilizd el software
ChemStation HP (A.07.01 [52] © HP 1999). Los espectros FLD (excitacién y emisién)
de los derivados de AMK se obtuvieron con el fluorimetro Perkin Elmer Prec Sey
modelo LS-45 (Perkin Elmer INC., Cambridge, Reino Unido) provisto del programa
Molecular Spectroscopy FL WIinLAB (4.00.02 - Perkin Elmer INC., 2001).

Para la realizacion de todos los estudios, excepto los de AMK, se empled un
equipo HPLC de mddulos integrados Waters (Waters Corporation, Milford, EE.UU.)
constituido por un moddulo que incluye una bomba cuaternaria, un sistema de
desgasificacion en linea, un inyector automatico, un horno para la columna (modelo
Waters e2695), un detector UV-Vis con longitud de onda dual (modelo Waters 2489)
y un detector FLD (modelo Waters 2475 Multi A). Para el control del equipo, la
adquisicidon y el tratamiento de los cromatogramas se utilizd el software Empower

(Version Empower 2, Waters Corporation, Milford, EE.UU.).

El equipo cromatografico empleado para la determinacién de AMK fue el
sistema de modulos integrados Jasco (Jasco Corporation, Ishikawa-machi, Hachioji-
shi. Tokyo, Japdén) constituido por una bomba de elucién isocratica (modelo JASCO
PU-2080 Plus Intelligent HPLC pump), un detector FLD (modelo JASCO FP-2020
Intelligent Fluorescence Detector) y una valvula Rheodyne (Cotati, CA, EE.UU.) con
un bucle de 20 pL para la inyeccién manual de las disoluciones. Para el control del
equipo, la adquisicion y el tratamiento de cromatogramas se utilizé el software Jasco-
ChromNAV (1.17.01 [Build 10] Jasco Corp. 2006-2011).

La determinacién de AMK mediante FPIA se realizd en la Unidad de
Farmacocinética Clinica del Servicio de Farmacia del Hospital Clinico Universitario de

Valencia mediante un autoanalizador Abbott TDx (Abbott Scientific, Illinois, USA).

Todas las disoluciones de reactivos, asi como las fases moviles se filtraron a
través de filtros desechables de Nylon® con un diametro de poro de 0.45 um de
Micron Separations (Micron Separations Inc., Westboro, Massachusetts, EE.UU.) o
PALL (Pall Corporation, Ann Arbor, Michigan, EE.UU.). Para la desgasificacion de las
fases moviles se utilizaron los bafios de ultrasonidos Elmasonic S60 (Elma GmbH,
Singen, Alemania) y JP Selecta S.A. (modelo Ultrasons 9L, Abrera, Barcelona,

Espafia). Para la filtraciéon de las disoluciones que contienen analito, se emplearon
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filtros de jeringa de diametro de poro de 0.45 um o 0.22 um de diferente naturaleza:
Nylon®, politetrafluoruro de etileno (PTFE o tefldn) y fluoruro de polivinilideno (PVDF,
acrénimo de polyvinylidene difluoride), acoplables a una jeringa de vidrio (Agilent

Technologies, Waldbronn, Alemania) de 1 mL.

II1.2.- Reactivos y disoluciones

El plasma empleado para la preparacion de las disoluciones de los patrones
de calibracion y controles de analito fue cedido por el Banco de Sangre del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Este plasma se obtuvo de manera aleatoria de
sujetos sanos que no estaban bajo tratamiento farmacoldégico alguno.
Inmediatamente tras su recepcién, éste se alicuoté en tubos heparinizados de 5 mL
que se almacenaron a -20 °C hasta su empleo. Estas muestras se descongelaron a

temperatura ambiente previamente a su utilizacion.

Se emplearon ACN, MeOH, etanol (EtOH), diclorometano (CH2Cl2) de grado
HPLC (®Multisolvent, Scharlau, S.L, Barcelona, Espafia). El acido formico, acido
acético, acido fosforico, acido boérico, dihidrogenofosfato de potasio e hidréxido sodico
fueron de calidad para analisis (Panreac Quimica S.A.U, Barcelona, Espana). Como
reactivos derivatizantes de AMK se utilizaron o-ftalaldehido (OPA) (99%, para
fluorescencia y HPLC, Sigma-Aldrich Chemie GMBH, Steinheim am Albuch, Alemania)
y N-acetil-L-cisteina (NAC) (para analisis, Fluka, Butch, Suiza).

Las disoluciones de tampdn fosfato 0.05 M utilizadas para la preparacion de
las fases moviles o para la dilucién de los blancos de plasma aditivados con MER y
PIP, asi como las muestras de plasma de MER y PIP, se prepararon por disolucion de
las cantidades adecuadas de dihidrogenofosfato de potasio en agua. El pH se ajusto
potenciométricamente a pH 3.0 con acido fosférico al 8 % (m/v) oa pH 7.0y 7.5 con

hidroxido sdédico 1 M.

La disolucién tampdn borico-borato 0.1 M a pH 9.5 utilizada en el Capitulo VI,
se prepard por disolucidon de la cantidad adecuada de acido bdrico en agua. El pH se

ajustd potenciométricamente con hidroxido sédico 1 M.

La disolucion de reactivo derivatizante OPA-NAC utilizada en el capitulo VI se
prepar6é semanalmente por disolucion de una cantidad adecuada de OPA y de NAC
en la minima cantidad necesaria de EtOH. El volumen se completd con la disolucidon
tampdn boérico-borato 0.1 M a pH 9.5. Las concentraciones de OPA y NAC fueron

2.55x1073 y 2.55x1072 M, respectivamente. Las disoluciones se almacenaron a 4 °C.
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I11.3.- Procedimientos
II1.3.1.- Acondicionamiento de los sistemas cromatograficos

Previamente a la inyeccion de las muestras en el cromatdgrafo, es necesario
acondicionar el sistema con la fase mdvil. Para ello, se sigui6 el siguiente

procedimiento:

Las columnas estaban almacenadas en ACN. Para su empleo se bombearon
unos 10 mL de agua a flujo 1 mL min! para evitar la precipitacion del tampén en la
columna. A continuacidon, se bombed la fase moévil a flujo 1 mL min! y se mantuvo
al menos durante 30 min para asegurar la estabilizacion del sistema cromatografico.
Con un flujo de fase movil de 1 mL min‘t, la presion se debe encontrar entre 1400 y
1700 PSI. Durante todo el estudio realizado, la presién se mantuvo practicamente

constante, siendo las variaciones maximas de 50 PSI tras una semana de trabajo.

Una vez finalizada la sesion de trabajo las columnas se almacenaron en ACN,
para ello, se repitid el proceso anterior en sentido inverso, realizando en primer lugar
el cambio de la fase movil a agua, y finalmente, de agua a ACN. Una presion en el
sistema cromatografico de aproximadamente 600 PSI con un flujo de ACN de 1 mL
min-!, es indicativo de que no ha habido ninguna obstruccion en el sistema

cromatografico.

II1.3.2.- Calculo de los factores de retencion y de los factores de asimetria
Para el calculo de los factores de retencion (k) se utilizd la expresion:

tp —t
k=21 (Ec. III.1)

tm
donde tr es el tiempo total de retencidon del analito y tm es el “tiempo total basico”,
estimado a partir de la primera perturbacién que aparece en el cromatograma.
Para el calculo de los factores de simetria (A/B) se utilizd la siguiente
expresion:

A

Factor de simetria = B (Ec. II1.2)

donde A y B son la semianchuras izquierda y derecha, respectivamente, al 10% de

la altura de pico (asimetria de Foley y Dorsey).
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II1.3.3.- Validacion de los métodos desarrollados segin Ilas

recomendaciones de la EMA

Para la validacién de los métodos desarrollados para la determinacion de MER
y PIP (Capitulo IV), CEF/TAZ (Capitulo V), VOR (Capitulo VII), CAS (Capitulo VIII) y
ANI (Capitulo IX) en muestras de plasma se siguieron las recomendaciones de la guia
de la EMA para la validacion de métodos bioanaliticos [246] (apartado 1.9, Tabla 1.5).
Todos los controles utilizados se prepararon aditivando con el analito blancos de
muestra de plasma. Los valores de concentracion de cada uno de los controles
utilizados para cada uno de los analitos se indican en el capitulo correspondiente. A
continuacion, se describen los procedimientos seguidos para la validaciéon de cada

una de las caracteristicas analiticas.

= LLOQ: la guia de la EMA no indica ningln método para estimar el LLOQ, sélo
indica que debe adaptarse a las concentraciones de analito esperadas en las
muestras y que la sefial analitica obtenida para el LLOQ debe ser al menos
cinco veces mayor que la sefial de un blanco de muestra. Por ello, para cada
analito, se fijaron LLOQs practicos teniendo en cuenta los niveles minimos

usuales del analito en los pacientes tratados.

Para cada analito, se prepararon seis disoluciones de blanco de plasma
aditivado a los LLOQs prefijados y se procesaron con los métodos analiticos
desarrollados. Paralelamente, para cada analito, se procesaron seis
disoluciones de blanco de plasma sin aditivar. Se estimaron los valores de la
relacion Sefal (LLOQ) / Sefal (blanco) y se comprobd su conformidad al

criterio de aceptacion.

* Linealidad y aceptabilidad de la curva de calibracion: la guia de la EMA
no contempla la validacion de la linealidad de la curva de calibracidon. No

obstante, es un criterio de calidad de interés analitico.

Con el fin de evaluar la linealidad, la estabilidad del proceso de
calibracién y la aceptabilidad de las curvas de calibrado, durante seis sesiones
de trabajo (seis dias) se prepararon calibrados independientes y se evalud la
respuesta lineal entre la concentracion de analito y su sefial analitica (area de
pico). El intervalo de concentraciones estudiados (LLOQ-ULOQ) en la curva de
calibrado de cada analito se seleccion6 de modo consistente con los niveles

usuales de éste en los pacientes tratados.

Para la validacion de la linealidad se examiné el valor del coeficiente
de determinacion (R?) y se utilizd el criterio R? > 0.995, limite usualmente

exigido para la acreditacidon de ensayos cromatograficos segun la norma ISO
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17025:2017 (Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de

prueba y calibracion).

Para evaluar la estabilidad del proceso de calibracién, se compararon
los valores de las ordenadas en el origen (bo) y de las pendientes (bi1)
obtenidos en cada una de las sesiones de trabajo. Diferencias entre los valores
obtenidos para bi inferiores al 10% se consideré una indicacion de una

estabilidad satisfactoria.

Para la validacion de la aceptabilidad de las curvas de calibrado, se
calcularon los valores de Er de las concentraciones estimadas a partir de la
curva de calibrado para cada uno de los controles utilizados en la
correspondiente sesidon de trabajo. Se comprobd la conformidad de estos

valores con los criterios de aceptacion.

» Exactitud y precision: estas caracteristicas analiticas se evaluaron
simultaneamente. Para evaluar la exactitud y precision intra-dia se
prepararon controles sobre matriz plasma a cuatro niveles de concentracion
(LLOQ, QC bajo, QC medio y QC alto, ver Tabla 1.5), para cada nivel de
concentracion se prepararon cinco réplicas independientes. Estas réplicas se
procesaron en una uUnica sesion de trabajo. Las sefiales analiticas se
interpolaron en la recta de calibrado preparada y procesada en la misma
sesion de trabajo, se estimaron los valores de concentracion para cada uno
de los controles procesados, junto con los correspondientes valores de Er y
RSD. Se comprobd la conformidad de los valores de Ery de RSD a los criterios

de aceptacion.

Para evaluar la exactitud y precision inter-dia, se prepararon
diariamente, durante cuatro dias, controles de los mismos valores de
concentracion a los utilizados en los estudios intra-dia. Las senales analiticas
se interpolaron en la recta de calibrado correspondiente al mismo dia y se
estimaron los valores de concentracién para cada uno de los controles
procesados, junto con los correspondientes valores de Er y RSD. Se comprobd

la conformidad de los valores de Er y RSD a los criterios de aceptacion.

= Selectividad: se analizaron muestras de pacientes ingresados, ninguno de
ellos bajo tratamiento con el analito (blancos de muestra) pero que estaban
recibiendo otros tratamientos concomitantes (por ejemplo, acido valprdico,
ceftriaxona, cilastatina, ertapenem, fenitoina, ibuprofeno, levofloxacino,
paracetamol o warfarina, entre otros) que pueden ser potenciales
interferentes. Paralelamente, para cada analito, se prepararon disoluciones de

blanco de plasma aditivado a los LLOQs prefijados. Se estimaron los valores
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de la relacion Sefial (blanco)/ Sefal (LLOQ) y se comprobd su conformidad al

criterio de aceptacion.

Integridad de dilucidén: tal y como se ha comentado en el apartado 1.9, la
guia de la EMA también considera la validacion de la integridad de dilucidon
puesto que la dilucion de las muestras puede afectar a la exactitud y precision

de los métodos analiticos.

Para validar este parametro, se prepararon blancos de muestra
aditivados con una concentracion superior al ULOQ y se diluyeron con blanco
de muestra sin aditivar. Para cada analito, las diluciones ensayadas se
seleccionaron por su adecuacién y aplicabilidad a la practica clinica. Para cada
dilucién estudiada, se prepararon siete réplicas independientes. Las sefnales
analiticas se interpolaron en la correspondiente recta de calibrado preparada
y procesada en la misma sesion de trabajo. Se estimaron los valores de
concentracion para cada uno de los controles procesados, junto con los
correspondientes valores de Er y RSD. Se comprobd la conformidad de los

valores de Er y RSD a los criterios de aceptacion.

Efecto memoria por arrastre de muestra: el impacto del posible arrastre
de analito residual en el equipo de medida procedente de determinaciones
anteriores (efecto memoria) debe evaluarse y minimizarse durante el

desarrollo del método.

Para la evaluacion del efecto memoria, se prepararon blancos de
muestra aditivados con una concentracién igual al ULOQ y blancos de muestra
sin aditivar. Estos Ultimos se inyectaron inmediatamente después de las
disoluciones aditivadas. Se estimaron los valores de la relaciéon Senal (blanco)/

Sefal (LLOQ) y se comprobo su conformidad al criterio de aceptacion.

Estabilidad: para evaluar la estabilidad a corto y largo plazo de los analitos
en plasma se prepararon controles sobre matriz plasma a dos niveles de
concentracién (QC bajo y QC alto, ver Tabla 1.5). Para cada nivel de
concentracién se prepararon réplicas independientes que se almacenaron (sin

tratar) en distintas condiciones y se analizaron a tiempos prefijados:

— Para estudios de estabilidad a corto plazo: 0 — 7 dias en nevera (4 °C) y
congelador (-20 °C).

— Para estudios de estabilidad a largo plazo: 14 y 30 dias en congelador
(-20 °C).

Para cada condicion de almacenamiento, tiempo y nivel de

concentracién se realizaron tres réplicas independientes. Se estimaron los
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valores de concentracién para cada uno de los controles procesados para cada
tiempo y condicion de almacenamiento estudiado (por interpolacién de las
sefiales analiticas en la correspondiente recta de calibrado preparada y
procesada en la misma sesion de trabajo) junto con los correspondientes
valores de Er. Se comprobd la conformidad de los valores de Er a los criterios

de aceptacion.

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de realizar secuencias de
trabajo en el andlisis de rutina de muestras, se estudid la estabilidad en el
inyector automatico a temperatura ambiente de los analitos en las
disoluciones de plasma obtenidas tras aplicar el tratamiento de muestra
desarrollado. Para ello, se utilizaron blancos de plasma aditivados con analito
a los mismos niveles de concentracién que en los estudios de estabilidad a
corto y largo plazo (QC bajo y alto), se almacenaron en el inyector a
temperatura ambiente y se analizaron a diferentes tiempos. Para cada nivel
de concentracion y tiempo ensayado se realizaron tres réplicas
independientes. De modo analogo a los estudios de estabilidad a corto y largo
plazo, se comprobd la conformidad de los valores de Er a los criterios de

aceptacion.

II1.3.4.- Aseguramiento interno de la calidad de los resultados

Durante el analisis de muestras reales de pacientes con los métodos
bioanaliticos desarrollados y validados, se comprobd periddicamente que éstos

seguian bajo control, es decir, que proporcionaban resultados validos.

Para el aseguramiento interno de la calidad, se realizaron actividades
(verificacién y control) utilizando los controles QC bajo y QC alto. Como criterios de
aceptacién se utilizaron los indicados por la EMA para exactitud y precision (Tabla
I.5). Asi, cada sesién de trabajo se inici6 con la calibracion del método y a
continuacion con la verificacion del mismo. Adicionalmente, en cada sesion de
trabajo, se analizaron los controles en periodos prefijados e insertados en los ensayos

de rutina.
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II1.3.5.- Analisis farmacocinético

La toma de muestras de sangre de pacientes del Hospital Clinico
Universitario de Valencia fue realizada por el personal de enfermeria a los tiempos
previamente establecidos para cada uno de los farmacos y que se indican en cada
uno de los capitulos. Para evitar fendmenos de hemodilucion de las muestras, se
desechd un volumen suficiente de sangre y, a continuacion, se recogieron ~2-3 mL

en el tubo adecuado para cada analito:

= Para MER, PIP, CEF/TAZ, AMK, CAS y ANI se emplearon tubos Vacutainer® de

5 mL (tapén verde) con heparina de litio como agente anticoagulante.

= Para VOR se emplearon tubos Vacutainer® de 5 mL (tapon morado) con

K2EDTA como agente anticoagulante.

Una vez extraidas las muestras se centrifugaron inmediatamente a 3500 rpm
durante 5 min, a fin de separar el plasma del resto de los componentes de la sangre.
Las muestras de plasma se almacenaron en tubos de poliestireno de 5 mL o tubos

Eppendorf® estandar (sin ningun tipo de aditivo) hasta su empleo.

Para la estimacion de la exposicion al farmaco, el analisis farmacocinético
de MER, PIP, VOR y CAS se realiz6 mediante métodos bayesianos con regresiéon no
lineal comentados en el apartado 1.6.2. Para ello, y para cada paciente, se cred un
archivo en el programa Abbottbase Pharmacokinetic System™ (ver apartado III.4)
en el que se incluyd la informacion biométrica, las concentraciones de creatinina
sérica durante el periodo de estudio, las dosis administradas y las concentraciones
experimentales de antimicrobiano en plasma. Los valores de aclaramiento de

creatinina se calcularon mediante la férmula de Cockroft-Gault [248-249].

En la Tabla III.1 se resumen los indicadores de eficacia empleados en esta

Tesis Doctoral para los farmacos objeto de monitorizacion [128, 250-257].

En esta Tesis Doctoral se han empleado los valores ECOFF para el analisis
farmacocinético/farmacodinamico, publicados y actualizados periddicamente por
parte del comité EUCAST, a través de sus guias de acceso publico [258]. El estudio
microbiolégico para el aislamiento del microorganismo responsable del proceso
infeccioso fue realizado por el Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.
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Tabla III.1.- Indicadores de eficacia empleados para los farmacos monitorizados.

Indicador de eficacia

Farmaco Microorganismo Objetivo (Cit
farmacocinético/ L1
farmacodinamico (mg )
Pseudomonas
MER aeruginosa 50% fT > 4-CMI - [250-251]
Escherichia coli
Pseudomonas
PIP aeruginosa 50% T > 4-CMI - [250-251]

Klebsiella pneumoniae

VOR Profilaxis antifingica ND >0.5 [128, 252]
Candida albicans AUC/CMI > 865

CASP Candida glabrata AUC/CMI > 450 =2 [253-257]
Candida parapsilosis AUC/CMI > 1185

Abreviaturas: % fT: Fraccidon porcentual de tiempo del intervalo de dosificacién. AUC: area bajo la curva
concentracion plasmatica-tiempo CAS: caspofungina. CMI: concentracion minima inhibitoria. MER:
meropenem. ND: No disponible. PIP: piperacilina. VOR: voriconazol.

Para CAS, ANI y CEF/TAZ, se realiz6 un analisis farmacocinético no
compartimental con el programa informatico Abbottbase Pharmacokinetic
SystemTM (ver apartado II1.4). Este tipo de analisis se emplea cuando resulta dificil
establecer un modelo farmacocinético apropiado a la hora de interpretar las curvas
de perfil farmacocinético y su incidencia en la estimacién de la biodisponibilidad. Una
alternativa para este caso se basa en aplicar la teoria de los momentos estadisticos
cuando se estudia la evolucidon temporal del farmaco en el organismo. Esta teoria
considera que el movimiento de las moléculas de farmaco en el organismo puede ser
considerado una variable aleatoria continua con un valor medio y una varianza
determinada cuya funcién de densidad de probabilidad se correlaciona con las

concentraciones de farmaco en el organismo.

Para el analisis no compartimental tanto de ANI como de CEF/TAZ, los valores

de Cmax Y Cmin se estimaron directamente de las curvas de niveles plasmaticos.

Los valores de AUC a lo largo del intervalo de dosificaciéon se calcularon
mediante el método de calculo trapezoidal. El Cl se calculé como la dosis/AUC. El V4
durante la fase de estado estacionario se calculé como el producto del Cl y la semivida

plasmatica de eliminacion.
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II1.4.- Programas informaticos empleados

Para los calculos relativos a la validacion de los métodos analiticos
desarrollados, asi como para el aseguramiento interno de la calidad se empled

Microsoft® Excel (®Microsoft Corporation, version 2007).

Para la obtencion de los estadisticos relacionados con la validacién de la
veracidad y precisiéon del método desarrollado para la determinacion de AMK se

empled Matlab® para Windows (©®The Mathworks Inc., version 2007).

Para el analisis farmacocinético se empled el programa Abbottbase
Pharmacokinetic System™ (PKs, versién 1.10) de Abbott Laboratories Diagnostic
Division (Abbott Laboratories, Illinois, EE.UU.).
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ANTIBACTERIANOS I: MEROPENEM Y
PIPERACILINA






Antibacterianos I: meropenem y piperacilina

IV.1.- Introduccion
IV.1.1.- Caracteristicas generales

MER es un antibiotico betalactamico de la familia de los carbapenémicos (ver
Tabla 1.2). Esta familia estd considerada de amplio espectro antibidtico y deriva de
diferentes especies del género Streptomyces spp., cuya principal caracteristica
estructural es que presentan el anillo principal betalactdmico condensado con otro
anillo tiazolidinico no saturado de cinco atomos, en donde se ha sustituido un atomo

de azufre por un carbono en la posicién 4 de su nucleo (Tabla IV.1).

En 1985 se empled el primer antibidtico carbapenémico, la tienamicina. Este
farmaco fue aislado del hongo Streptomyces cattleya por investigadores del
laboratorio Merck Sharp & Dohme [259-260]. El problema de este compuesto es su
baja estabilidad quimica, por lo que tras su modificacion por semisintesis quimica se
consiguid un nuevo compuesto quimicamente mas estable, imipenem [261-262].
Imipenem debe formularse combinado con cilastatina para impedir la accidon
hidrolitica de la enzima dehidropeptidasa-1 humana renal (DHP-1), una
carbapenemasa presente en las células del tubulo renal proximal [263-264]. Los
esfuerzos posteriores para el desarrollo de nuevos compuestos fueron encaminados
a la consecucién de moléculas estables frente a la DHP-1, de donde surgiéo MER [265-
266]. Actualmente, MER es uno de los antibioticos carbapenémicos mas empleados

en el ambito clinico, junto con imipenem, ertapenem y doripenem.

PIP es un antibidtico betalactamico de la familia de las penicilinas (ver Tabla
1.2), concretamente del subgrupo de las ureidopenicilinas. Este subgrupo puede
clasificarse dentro del grupo de las penicilinas resistentes a penicilinasas. En 1959,
se comercializd la meticilina, primera penicilina de este grupo, de origen
semisintético. Aunque la meticilina se ha reemplazado por otras penicilinas
semisintéticas similares pero mas estables, el término “Staphylococcus aureus
resistente a meticilina” o SARM se sigue utilizando hoy en dia para describir cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a antibioticos betalactamicos [267].

PIP incorpora en su estructura quimica una cadena lateral con un marcado
caracter polar (Tabla IV.1), lo que mejora sustancialmente la penetracién en
bacterias gramnegativas y evita su desactivacion por parte de enzimas
betalactamasas. En cambio, cuando este farmaco se emplea solo, pierde gran parte
de su capacidad bactericida frente a bacterias grampositivas a causa de su hidrdlisis
por parte de las enzimas betalactamasas. Por este motivo, la administracién de PIP

va siempre acompafnada de TAZ, inhibidor de las enzimas betalactamasas.
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IV.1.2.- Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla IV.1 se muestran las estructuras y algunas propiedades
fisicoquimicas de MER y PIP. Como se puede observar, ambos compuestos son muy
hidrofilos, con valores del logaritmo de la relacién de reparto n-octanol/agua (logP)
de -4.4 y -0.3 para MER y PIP, respectivamente. Ambos poseen en su estructura un
grupo carboxilo con un valor de pKa de 3.5. MER, ademds posee un grupo amino

secundario con un valor de pKa (del &cido conjugado) de 6.4.

Tabla IV.1.- Numero registrado en el Chemical Abstracts Service (CAS), estructura quimica,
logaritmo de la relacion de reparto n-octanol/agua (logP), del menos logaritmo de la constante
de acidez (pKa) y de la masa molecular relativa (Mr) de MER y PIP.

Compuesto

(N° CAS)

Estructura logP? pKa?

MER
(119478-56-7)

-4.4 3.5 383.5

E; \ i
<~ o
\

PIP %,A A i s -0.3 3.5 516.5
(66258-76-2) \)” i ]:I‘“ J<

}'/—OH
0

2 Valores estimados con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com). ° Valores correspondientes al acido conjugado del grupo amino.

IV.1.3.- Propiedades farmacoldgicas

MER vy PIP, al igual que otros antibioéticos betalactamicos, presentan actividad
bactericida debido a la inhibicién irreversible a las enzimas PBP (acrénimo de
penicillin-binding protein) [268]. Las enzimas PBP son clave en la sintesis y formacién
de la pared celular bacteriana ya que catalizan la unién final de las hebras de
peptidoglicano o mureina [269]. El peptidoglicano es el principal componente de la
pared bacteriana, le proporciona proteccion frente a la lisis osmoética y, por tanto,
ayuda a mantener la morfologia de la bacteria y contribuye de este modo a su

crecimiento y division celular [270].
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IV.1.4.- Espectro antimicrobiano

En la Tabla IV.2 se muestra el espectro de actividad antibiético de MER [271-
272] y PIP combinado con TAZ [273].

Tabla IV.2.- Espectro de actividad antibacteriano de MER y de la combinacion PIP/TAZ

Antibiotico Bacterias gramnegativas Bacterias grampositivas
MER = Diferentes especies de los géneros | = Streptococcus pneumoniae
Haemophilus spp., Neisseria spp. y y otras especies del género
Moraxella spp. Streptococcus spp.
Enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella | = Staphylococcus aureus vy
pneumoniae, Salmonella spp., Shigella otras especies del género
spp., Citrobacter freundii, Citrobacter Staphylococcus spp.,
amanoliticus y Aeromonas hydrophila) incluyendo especies
Bacilos gramnegativos no fermentadores | considerados coagulasa
(Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia negativos
cepacia y diferentes especies del género
Acinetobacter spp.)
= Especies del género Bacteroides spp.
PIP = Diferentes especies de la familia | = Staphylococcus aureus,
(combinada Enterobaceae (Escherichia coli, Serratia excepto Staphylococcus
con TAZ) marcescens, Proteus mirabilis, Proteus aureus resistente a
vulgaris,  Klebsiellas  pneumoniae 'y meticilina, asi como otras
oxytoca, Enterobacter aerogenes y especies del género
Citrobacter spp.) Staphylococcus spp.
= Moraxella catarrhalis = Diferentes especies del
= Algunas cepas de Haemophilus influenzae género Streptococcus spp.
« Bacilos gramnegativos no fermentadores | (Streptococcus
(Pseudomonas aeruginosa) pneumoniae, Streptococcus
= Diferentes especies del género aga/act/afe , Streptococcus
) . . , bovis, asi como aquellas del
Acinetobacter spp., incluido Acinetobacter
< grupo Cy G)
baumanii .
= Bacterias anaerobias del grupo Bacteroides = Enterococcus faecalis
(Bacteroides fragilis), Clostridium
perfringens y Clostridium difficile
= Un gran numero de cepas de Klebsiella
Pneumoniae productoras de
betalactamasas y de espectro extendido

Como se puede observar en la Tabla IV.2, el

antibacteriano in vitro de MER incluye a la mayoria de las cepas bacterianas

espectro de actividad

clinicamente activas en la actualidad. Esto es debido a su facilidad de entrada en
bacterias, su buena estabilidad frente a hidrdlisis enzimatica por betalactamasas asi
como su buena afinidad a las enzimas involucradas en la biosintesis de mureina,

como se ha comentado anteriormente [271-272].

Por otro lado, gracias a la combinaciéon PIP/TAZ, PIP mantiene la actividad
antimicrobiana frente a gran cantidad de bacterias grampositivas (excepto SARMs)
[267], y es especialmente (til en infecciones intraabdominales, de piel y de tejidos
blandos [274].
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IV.1.5.- Perfil farmacocinético

MER presenta un comportamiento farmacocinético lineal, asi los valores del
AUC y Cmax son proporcionales a la dosis administrada [275-276]. La semivida
plasmatica de eliminacion es aproximadamente de 1 h, el Va4 medio de
aproximadamente 0.25 L kg (11-27 L), y el Cl medio de 287 mL min? y 205 mL

min-! para dosis de 250 mg y 2 g, respectivamente [277].

En cuanto a su distribucién, MER penetra rapida y extensamente en diversos
fluidos y tejidos corporales, asi como en el liquido cefalorraquideo [278-281]. La
uniodn a proteinas plasmaticas promedio de MER es del 2 % con independencia de la
concentracion de farmaco. Tras una administracién rapida (< 5 min), la
farmacocinética es biexponencial y pierde dicho caracter tras 30 min de perfusion
[277].

MER se metaboliza por hidrdlisis del anillo betalactamico y genera un
metabolito microbiolégicamente inactivo. Su via primaria de excrecion es la renal y
tras la administracion de 1 g se excreta aproximadamente el 54-79 % de manera
inalterada, y aproximadamente 19-27 % como metabolito [282]. El Cl renal se basa

tanto en filtracién como secrecion tubular [277].

En la bibliografia existe cierta controversia sobre si PIP presenta una
farmacocinética lineal [283-285] o no lineal [286-287].

Los valores de V4 en el estado estacionario (Vdss) son de 14.9 Ly 15.8 L tras
la administracion por via intravenosa de dosis de 3 g y 4 g, respectivamente [288].
PIP se distribuye ampliamente en los tejidos y liquidos corporales, lo que incluye a la
mucosa intestinal, vesicula biliar, pulmoén, bilis y huesos [289-290]. Generalmente,
las concentraciones tisulares medias corresponden al 50 - 100 % de las
concentraciones plasmaticas. La difusién del farmaco al fluido cerebroespinal es baja
(5 %) en pacientes que no presentan inflamacién meningea [291]. La unién a
proteinas plasmaticas es de un 20 - 30 % [288], incluso para pacientes criticos con
sepsis [283].

PIP se metaboliza para dar lugar a N-desetil-piperacilina, metabolito de menor
actividad y tras la administracion de una dosis de 4 g por via intravenosa, se excreta
por orina un ~50 % de PIP a las 24 h [292]. PIP también se elimina a través de la
bilis (0.7 £ 0.4 % a las 12 h de administracion de una dosis de 4 g) [293]. El valor
de Cl total, renal y biliar es de 280 = 130 mL min™!, 100 £ 50 mL minty 1.7 £ 1.3

mL min!, respectivamente [101].
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IV.1.6.- Perfil farmacodinamico

MER y la combinacion PIP/TAZ se consideran antibiéticos con actividad tiempo
dependiente (ver apartado 1.5). Por tanto, el objetivo farmacocinético/
farmacodinamico que mejor describe su actividad es el porcentaje de tiempo en el
que la concentracion de farmaco permanece por encima de la CMI del patégeno para
el que se esta tratando (% fT>CMI) [98, 159, 294-299].

Adicionalmente, algunos autores indican que el efecto bactericida de MER vy
PIP es mayor cuando sus concentraciones en sangre son superiores a 4-5 veces la
CMI del agente patdgeno durante al menos un 40-70 % [300-302] y 50-100 % [98,

159, 296-299] del tiempo del intervalo de dosificacidn, respectivamente.

Para pacientes criticos, existen estudios que indican que se consigue un mayor
beneficio clinico cuando éstos se someten a exposiciones mas prolongadas durante
el tiempo de tratamiento [250, 294, 296-297]. Por ello, alternativamente, en estos
pacientes se ha sugerido que se debe conseguir mantener las concentraciones de
farmaco por encima de la CMI durante al menos el 90 % o el 100 % del intervalo de
dosificacion (90-100% fT>CMI) tanto para MER [250, 303] como para PIP [91, 299].
Para PIP, también se ha sugerido el criterio Cmin/CMI > 3 para evitar la aparicién de

resistencias bacterianas in vitro [91, 299].

IV.1.7.- Perfil de seguridad

En la Tabla IV.3 se muestran los eventos adversos mas frecuentes asociados
al tratamiento con MER y PIP. En el caso de PIP, el tipo de evento adverso, asi como
la incidencia en su aparicidon dependen significativamente del tipo de paciente que se
esté tratando. Ademas, aunque los eventos adversos suelen ser desde moderados a

graves, rara vez se requiere la interrupcién del tratamiento [273].
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Tabla IV.3.- Eventos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con MER y con la
combinacién PIP/TAZ.

Antibiético Evento adverso

MER [277] * Diarrea (2.3 %)

= Erupcidn cutanea (1.4 %)

* Nduseas/vémitos (1.4 %)

* Inflamacién en el lugar de la inyeccién (1.1 %)

= Eventos adversos de laboratorio mas frecuentes: trombocitosis
(1.6 %), aumento de las enzimas hepaticas (1.5-4.3%)

PIP (combinada con | = Pacientes tratados por infeccién intraabdominal
TAZ) — Diarrea (7.5 %)

[304-306] - Flebitis (3.3 %)

* En pacientes tratados por neumonia nosocomial:

— Aumento de las enzimas: o-glutamiltransferasas (1.8 %),
alanina  aminotransferasas (0.9 %) y  aspartato
aminotransferasas (0.9 %)

— Trombocitopenia (2.3 %)
— Diarrea (2.3 %)
- Flebitis (0.9 %)
— Aumento del recuento eosinofilico (0.5 %)
» Pacientes tratados por infeccién por pie diabético:
— Diarrea (14 %)
— Nauseas (7 %)
— Dolor de cabeza (6 %)
— Eventos adversos de laboratorio (10 %)

Se ha observado un buen perfil de tolerabilidad de MER a nivel del sistema
nervioso central [307], a diferencia de otros antibidticos carbapenémicos para los
que se ha descrito la aparicion de convulsiones [308-309]. A nivel gastrointestinal,
aunqgue es frecuente en otros agentes antibidticos, no existe asociacion entre el uso
de MER vy la aparicién de infecciones oportunistas por Clostridium difficile [310]. Se
debe de tener especial precaucion con el uso de MER en pacientes que hayan sufrido
un historial previo de hipersensibilidad a penicilinas [277]. Este aspecto debe de
tenerse en cuenta, ya que se ha observado que el riesgo de hipersensibilidad cruzada

es similar (9-11 %) para MER e imipenem/cilastatina [311].

En el caso de PIP, al igual que con otros antibidticos betalactamicos, existe un
riesgo de toxicidad asociada al uso de dosis altas, empleadas frecuentemente para
el tratamiento de bacterias poco susceptibles (p. e€j. Pseudomonas aeruginosa o
Acinetobacter baumannii) y que cursa con convulsiones, episodios de confusién
mental, nefritis interstiticial y elevacién de los niveles de enzimas a-
glutamiltransferasas [101]. Igualmente, merece especial atencién el desarrollo de

colitis pseudomembranosa en pacientes bajo tratamiento con PIP/TAZ [273, 312].
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IV.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis

Doctoral descrito en el Capitulo II, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Optimizacién de la composicion de la fase mévil hidroorganica para llevar a cabo
la determinaciéon de MER y PIP en muestras de plasma utilizando una columna
C18 y deteccién en el UV-Vis. La fase movil seleccionada debe proporcionar
tiempos de analisis cortos para la implementacién del método en la Unidad de

Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Optimizacién del tratamiento de las muestras de plasma. Dicho tratamiento debe

ser sencillo, rapido y compatible con las condiciones cromatograficas.

Validacion completa de los métodos cromatograficos desarrollados conforme a los

criterios de aceptacion de la EMA descritos en el apartado 1.9.

Implementacion de los métodos cromatograficos en la Unidad de Farmacocinética
Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia para la monitorizacién clinica
de MER y PIP en plasma de pacientes criticos ingresados en la UCI del hospital

bajo tratamiento con estos antibidticos.
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IV.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacién de las fases moviles, los procedimientos seguidos para el
acondicionamiento de los sistemas cromatograficos, para la validacion de los métodos
desarrollados segun las recomendaciones de la EMA, para el aseguramiento interno
de la calidad y para el analisis farmacocinético, asi como los programas informaticos
empleados en este capitulo, se muestran en el Capitulo III. A continuacion, se

muestran los detalles no descritos en dicho capitulo.

IV.3.1.- Preparacion de patrones de calibracién y controles

Para la preparaciéon de las disoluciones de MER y PIP se emplearon las
especialidades farmacéuticas que se indican en la Tabla IV.4. Se prepararon
diariamente disoluciones de trabajo por disolucién de la cantidad adecuada de polvo
en agua ultrapura, a las concentraciones indicadas en la Tabla IV.4. Las disoluciones

se almacenaron a 4 °C en oscuridad.

Tabla IV.4.- Compuestos estudiados, especialidades farmacéuticas, distribuidor comercial,
concentracion de las disoluciones de trabajo y de los controles para la validacién del método.
LLOQ: limite de cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacion superior

Antibiotico | Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L)

= Disolucién de trabajo: 1000 @
= Controles para la validacién:

Meronem® IV 1000 mg — Curva de calibrado: 0.25 (LLOQ), 0.75,
1.5, 4,7,11y 15 (ULOQ)

Meronem® IV 500 mg

Observaciones: polvo para ' -
MER disolucién inyectable y para| ~ Exactitud y precision: 0.25,0.75, 7y 11
perfusion — Selectividad: 0.25
Distribuidor: Pfizer Europe MA,| - [ntegridad de dilucion: 20, 40
EEIG (Bruselas, Bélgica) B Efectc? .memor|a. 15
- Estabilidad: 0.75y 11
Piperacilina/Tazobactam® 2/0.25 |= Disolucién de trabajo: 500 @
g = Controles para la validacion:
. . — Curva de calibrado: 2 (LLOQ), 10, 20
® ! ! 1
Piperacilina/Tazobactam™ 4/0.5 g 40, 60, 80 y 100 (ULOQ)
PIP Observaciones: polvo y disolvente| _ Exactitud y precisién: 2, 10, 40 y 80
para disolucién para perfusion _ Selectividad: 2
Distribuidor: Fresenius Kabi| - Integridad de dilucién: 150
Espafia S.A.U. (Barcelona,| - Efecto memoria: 100
Espafia) — Estabilidad: 5y 80

3 Preparacion diaria
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Como se puede observar en la Tabla IV.4, para cada uno de los analitos se
prepararon siete controles para la validacion de la curva de calibrado por dilucién de
la disolucion de trabajo en plasma de sujetos sanos. Estas concentraciones son las
gue se utilizaron para la construccion de las rectas de calibrado. De manera similar,
se prepararon los controles empleados para la validacion de la precisién, exactitud
(veracidad en el contexto de las normas ISO 17025 y 1S0O15189), selectividad,
integridad de dilucion, efecto memoria, asi como para la validacion de la estabilidad
del analito en las disoluciones de plasma y en el inyector automatico. Estas
concentraciones se seleccionaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la EMA
indicadas en la Tabla 1.5 [246].

IV.3.2.- Preparacion de las disoluciones para perfusion intravenosa

Las especialidades farmacéuticas administradas a los pacientes son las
indicadas en la Tabla IV.4. Las disoluciones de MER y PIP para perfusién se
prepararon siguiendo las recomendaciones del fabricante por disolucidon del contenido
de los viales en una disolucidon para perfusion de NaCl al 0.9 % (m/v) o de dextrosa
al 5 % (m/v). La concentracién final de MER fue de 1000 a 20000 mg L' y la de PIP
de 13000 a 80000 mg L1,

IV.3.3.- Procedimientos
IV.3.3.1.- Dosificacion de pacientes y tiempos de muestreo

Siguiendo las recomendaciones del fabricante de las especialidades
farmacéuticas, todas las disoluciones (apartado 1V.3.2) se administraron
inmediatamente tras su preparacion. La pauta general de dosificacion de MER en los
pacientes en estudio fue de 1 g a 2 g cada 6-8 h, con una administracion intravenosa
en perfusiones de 30 min o de 3 h en algunos pacientes. La pauta de dosificacidon en
el caso de PIP fue de 2 g 0 4 g cada 6-8 h, con una administracién intravenosa en

perfusiones de 30 min o de 3 h en algunos pacientes.

Para la monitorizacién de MER y PIP, las muestras de sangre se obtuvieron
inmediatamente antes de la administracién de la siguiente dosis, es decir, a un
tiempo equivalente a la Cmin del fadrmaco. La toma de muestras se realizé siguiendo

el procedimiento descrito en el apartado III.3.5.
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IV.3.3.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (controles, blancos y muestras) se sometieron al
siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomaron 500 pL de plasma y se
precipitaron las proteinas por adicion de 1000 uL de ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/v). La mezcla resultante se agité con un agitador vortex durante 20 s y a
continuacion, se centrifugd a 10800 rpm durante 5 min. Tras ello, se tomaron 500
uL de sobrenadante que se diluyeron por adicion del volumen adecuado (1000 y 750

pL, en el caso de MER y PIP, respectivamente) de tampon fosfato 0.05 M (pH 3.0).

IV.3.3.3.- Condiciones cromatograficas

Para la determinacién de MER y PIP se utilizd el equipo cromatografico de
modulos integrados Waters. En ambos casos se utilizd como fase estacionaria una
columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm, 5 pm). La velocidad de flujo de las fases
moviles fue de 1 mL min y el volumen de inyeccién de 10 puL. Las separaciones se

realizaron a temperatura ambiente.

Para la determinacion de MER se empled una disolucion de tampoén fosfato
0.05 M (pH 3.0)/ACN, (93:7, v/v) como fase movil. La deteccidn espectrofotométrica

se efectud en el UV-vis a 299 nm.

Para la determinacién de PIP se empled una disolucidon de tampén fosfato 0.05
M (pH 3.0)/ACN, (80:20, v/v) como fase mdavil. La detecciéon espectrofotométrica se

efectud en el UV-vis a 207 nm.
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IV.4.- Resultados y discusion

IV.4.1.- Desarrollo de métodos cromatograficos para la determinacién de
MER y PIP en muestras de plasma

IV.4.1.1.- Composicion de la fase mévil

En esta Tesis Doctoral se ha utilizado HPLC en su modalidad de RPLC por la
compatibilidad de las fases moviles hidroorganicas con las muestras de plasma,
aunque también por su menor coste y toxicidad frente a las otras modalidades de
trabajo en HPLC, lo que es consistente con los Objetivos para el Desarrollo Sostenible
(ODS).

MER y PIP son compuestos muy hidrofilos (ver Tabla IV.1) y, ademas, estan
ionizados en todo el intervalo de pH (~3-9) de trabajo de las fases estacionarias de
silice enlazadas. Por ello, para conseguir la retencién de estos compuestos, la
mayoria de los procedimientos cromatograficos utilizan una fase estacionaria C18 y
fases moviles con poca fuerza eluyente (ver Tabla 1.4). Ademas, en la mayoria de
aplicaciones se utilizan fases moviles hidroorganicas a un pH acido (predomina la

forma protonada del grupo carboxilo) que contienen ACN como modificador.

Por todo lo expuesto, se prepararon distintas fases moviles que contenian
tampodn fosfato 0.05 M a pH 3.0 y ACN en proporciones variables (5-15 % para MER
y 10-30 % para PIP). En la Figura IV.1 se muestran los cromatogramas obtenidos.
Como se puede observar, con todas las fases mdviles ensayadas se obtuvieron
valores de tiempo total de retencion (tr) satisfactorios para analisis de rutina tanto
para MER como PIP. A fin de reducir el tiempo de andlisis y evitar el posible
solapamiento de compuestos enddgenos de las muestras de plasma en el frente del
cromatograma, se selecciono a priori para futuros estudios la fase movil que contiene
tampodn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (93:7, v/v) para MER y tampdn fosfato 0.05 M
(pH 3.0)/ACN (80:20, v/v) para PIP, sin descartar la necesidad de realizar reajustes
en la composicién de la fase movil debido a la complejidad de la matriz de las
muestras de plasma. En las condiciones seleccionadas, los valores de tr, k (ec. III.1)
y de A/B (ec. III.2) fueron:

= Para MER: tr = 6.8 min, k = 3.5y A/B = 0.95

» ParaPIP: tr = 7.1 min, k =4.1y A/B =0.95
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Figura IV.1.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion acuosa de
100 mg L't de: (A) MER, (B) PIP. La composicion de las fases mdviles ensayadas para MER
fue: (1) 95:5, (2) 93:7, (3) 91:9 y (4) 87:13 tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (v/v). La
composicion de las fases mdviles ensayadas para PIP fue: (1) 90:10, (2) 80:20, (3) 75:25y

(4) 70:30 tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (v/v). El resto de condiciones cromatograficas
se indican en el apartado 1V.3.3.3.

IV.4.1.2.- Tratamiento de las muestras de plasma

En primer lugar, se evalud si existia retencion de los analitos en los filtros de
jeringa. Para ello, se estudiaron filtros de diferente naturaleza (ver apartado III.1):
Nylon® (0.45 pm de diametro de poro), PTFE y PVDF (ambos de 0.22 um de didametro

de poro). Se inyectaron disoluciones acuosas de 11 mg L'* de MER y 80 mg L de
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PIP antes y después de la filtracion y se estimo la recuperacion a partir de los valores
de area de los picos cromatograficos. En todos los casos se obtuvieron valores de
recuperacion proximos al 100 %, por lo que se utilizaron cualquiera de ellos

indistintamente.

Como se puede observar en la Tabla 1.4, para la determinacion cromatografica
de MER y PIP en muestras de plasma, el tratamiento de las muestras mas empleado
consiste en la precipitacién de las proteinas plasmaticas, (habitualmente, con ACN o
MeOH en presencia de un acido organico como acido formico o acético), seguida de
centrifugacién, dilucién del sobrenadante (con agua, tampon o con la misma fase
moévil) y finalmente, la inyeccion en el sistema cromatografico. Esta dilucidn tiene por
objeto reducir la concentracion de disolvente organico en el sobrenadante para evitar
la distorsién de los picos cromatograficos debido a la diferente fuerza eluyente de la
disolucién de la muestra y de la fase mévil [137-139, 144-146, 148-149, 152, 157-
158, 167]. En otras aplicaciones, el sobrenadante obtenido, se lleva a sequedad con
N2 [133, 151, 156, 165-166] o mediante centrifugacidon a vacio y, posteriormente,
se reconstituye con una disolucion tampén [160]. Otros autores realizan una LLE del
sobrenadante con CH2Cl2 [136, 150, 164, 171] o con cloroformo [170]. Finalmente,
otros autores para eliminar las proteinas plasmaticas han utilizado la ultrafiltracion
[140, 152, 172]. Esta técnica permite el desarrollo de métodos analiticos mas verdes

ya que evitan el uso de reactivos [140, 152, 163, 172].

En esta Tesis Doctoral se ensayaron los siguientes tratamientos: precipitacion
de proteinas con ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v), MeOH/acido féormico (99.9:0.1,
v/v) y ultrafiltraciéon a través de membranas de celulosa regenerada (dispositivos
Centrifree® Ultrafiltration, ver apartado III.1) a 3500 rpm durante 25 min. En los
tratamientos de precipitacion se empled una relacion muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500
uL de plasma/1000 pL de reactivo precipitante). Los experimentos se realizaron por
triplicado. En la Figura IV.2 se muestran los cromatogramas obtenidos para blancos
de muestras de plasma aditivados con 15 mg L' de MER y 100 mg L de PIP tras la
realizacion de cada uno de los tratamientos indicados. También se incluyen los
cromatogramas correspondientes a blancos de plasma tras someterse al
correspondiente tratamiento. Como se puede observar, si se comparan los
cromatogramas de los blancos de plasma con los correspondientes a los blancos de
plasma aditivados, no existe coelucion de compuestos enddgenos presentes en el

plasma con los analitos.
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Figura IV.2.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1) blanco
de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con 15 mg L't de MER (parte izquierda) y con
100 mg L' de PIP (parte derecha) tras los siguientes tratamientos: (A) precipitacidon de las
proteinas plasmaticas con ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v) o (B) con MeOH/4acido férmico
(99.9:0.1, v/v) y (C) ultrafiltracién a través de membranas de celulosa regenerada (ver
apartado III.1) a 3500 rpm durante 25 min. En los tratamientos de precipitacion se empled
una relacion muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 puL de plasma/1000 pL de reactivo precipitante).
Las condiciones cromatograficas se indican en el apartado 1V.3.3.3.
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En la Tabla IV.5 se muestran los valores de A/B, asi como de los porcentajes
de recuperacion estimados a partir del cociente entre el drea de pico de analito
obtenida tras el tratamiento del blanco de plasma aditivado y el area de una

disolucién de la misma concentracion de analito en agua.

Tabla IV.5.- Influencia del tratamiento de las muestras de plasma sobre los valores del factor
de asimetria (A/B) de los picos cromatograficos y de la recuperacién de MER y PIP.

Analito Tratamiento A/B Recuperacion (%) 2

MER ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v) 2.28 92 +5
MeOH/acido férmico (99.9:0.1, v/v) 2.13 87 4
Ultrafiltracion 0.97 90 + 10

PIP ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v) 2.12 94 + 2
MeOH/&cido férmico (99.9:0.1, v/v) 2.11 88 £ 3
Ultrafiltracion 0.97 92.0+ 1.0

@ Media + desviacién estandar de las tres réplicas realizadas

Como se puede observar en la Tabla IV.5, todos los tratamientos
proporcionaron valores de recuperacion similares y aceptables para ambos analitos.
Por ello, se descarté el empleo de la ultrafiltracion debido a que requiere un mayor
tiempo de analisis (centrifugacién de 25 min en la ultrafiltracion frente a 5 min en los
tratamientos de precipitacion) y mayor coste de los dispositivos comerciales. Por otro
lado, si se comparan los valores de A/B obtenidos con ACN y MeOH como agentes
precipitantes se observa que los picos cromatograficos obtenidos presentan una gran
asimetria (ver también Figura IV.2.A) como consecuencia de la mayor fuerza
eluyente de la disolucion de la muestra frente a la de la fase moévil. Adicionalmente,
si se comparan los valores de recuperacion obtenidos con ambos agentes
precipitantes, se observa que la precision obtenida con ambos pretratamientos es
similar, si bien, los resultados obtenidos con ACN son ligeramente mejores a los
obtenidos con MeOH, por lo que se selecciond ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v)

como agente precipitante para futuros estudios.

Para mejorar la simetria de los picos se estudid la posibilidad de diluir el
sobrenadante obtenido con una disolucién de tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)
empleada para la preparacion de las fases mdviles en diferentes proporciones hasta
alcanzar valores de A/B préximos a la unidad. Este objetivo se alcanz6 en el caso de
MER con una relacion sobrenadante/tampén fosfato 1:2 (v/v) (A/B = 0.98,
Recuperacion (%) = 96 + 10), y en el caso de PIP con una relacion
sobrenadante/tampon fosfato 1:1.25 (v/v) (A/B = 0.95, Recuperacion (%) = 97 +
3). En la Figura IV.3 se muestran los cromatogramas obtenidos con estas diluciones
junto con los correspondientes blancos de plasma sometidos al mismo tratamiento y

dilucion.
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Figura IV.3.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1) blanco
de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con (A) 15 mg L' de MER y (B) con 100 mg
L1 de PIP tras la precipitacidon de las proteinas plasmaticas con ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/v) y la posterior dilucidon del sobrenadante con tampdn fosfato 0.05 M a pH 3. Relaciones
sobrenadante/tampon fosfato: 1:2 (v/v) para MER y 1:1.25 (v/v) para PIP. Con una flecha se
identifica el pico correspondiente a los analitos. Las condiciones cromatograficas se indican en
el apartado 1V.3.3.3.

Es interesante resaltar que, durante la ejecucién de todos los ensayos
realizados con los tratamientos seleccionados para MER y PIP, la presién del sistema
cromatografico se mantuvo entre los 1600-1700 psi (con un flujo de 1 mL mint) y

se observé una variacion maxima de 30-50 psi tras una sesidon de trabajo continuo.

IV.4.2.- Validacion de los métodos desarrollados

En el apartado III.3.3 se describen los procedimientos seguidos para la
validacion de los métodos desarrollados segln la guia de la EMA (ver Tabla 1.5). En
la Tabla IV.4 se muestran los valores de concentracidn de cada uno de los controles
utilizados para la validacion de cada una de las caracteristicas analiticas de los

métodos. En el cuadro IV.1 se muestran los resultados obtenidos.
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Cuadro IV.1.- Resumen de los resultados obtenidos en la validacion de los métodos desarrollados
para la determinaciéon de MER y PIP.

LIMITE DE CUANTIFICACION INFERIOR (LLOQ)

CONCENTRACION:
= LLOQ practico prefijado:
o MER: 0.25 mg L (corresponde a 0.028 mg L en la disolucién de medida)
o PIP: 2.0 mg L (corresponde a 0.27 mg L en la disolucién de medida)

RESULTADOS:

= Sefial (LLOQ) / Sefial(blanco):
o MER: > 17
o PIP: > 13

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (LLOQ) > 5-Sefial (blanco)): Sf ¥

LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO

INTERVALO DINAMICO LINEAL:

= MER (LLOQ-ULOQ): 0.25- 15.0 mg L* (0.028 - 1.667 mg L en las disoluciones de medida)
= PIP (LLOQ-ULOQ): 2.0 - 100 mg L'%(0.27 - 13.33 mg L en las disoluciones de medida)

RESULTADOS:
Tabla IV.6.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en seis sesiones de trabajo.

Analito %%Q%

MER 2930 0.99990
2 267 2921 0.99992
3 743 2858 0.99998
4 118 2841 0.99996
5 318 2842 0.9997
6 273 2827 0.9998
PIP 1 2237 5439 0.99998
2 879 5459 0.9997
3 769 5761 0.99990
4 1823 5345 0.9998
5 3078 5118 0.99994
6 1557 5341 0.99993

a Diferencias en los valores de b; < 10 %. Se considera una indicacion de una estabilidad
satisfactoria por algunos laboratorios acreditados. Por lo que no es necesario realizar una
calibracion metodoldgica en cada sesion de trabajo si la correspondiente verificacion es
conforme. Pese a ello, se optd por preparar calibrados en cada sesion e interpolar las sefiales
de muestras (o controles) en la recta de la sesién correspondiente

b R? > 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos cromatograficos
segun la norma ISO 17025:2017
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Cuadro IV.1.- Cont.
LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO (cont.)
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Figura IV.4.- Valores de E; (%) obtenidos en la validacién de la aceptabilidad de la curva de
calibrado para (A) MER y (B) PIP en cada una de las sesiones de trabajo: (#) sesién 1, (m)
sesion 2, (A) sesion 3, (k) sesién 4, (®) sesiébn 5 y (%) sesidén 6. (----) Limite de
aceptabilidad para los controles cuya concentracion es igual al LLOQ (E; maximo = + 20%) y
para el resto de controles (E- maximo = + 15%) segun las recomendaciones de la EMA. Los
valores de concentracién de los controles se indican en la Tabla IV.4.

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA (E/(LLOQ) < +20%; E.(resto) < +15%): SI ¥
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Cuadro IV.1.- Cont.

EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA E INTERDIA

RESULTADOS:

Tabla IV.7.- Evaluacién de la exactitud y precision intradia (réplicas de los controles
preparados y procesados en la misma sesion de trabajo.

Analito, C, mglL! (QC) E., % RSD, %
MER 0.25 (LLOQ) 0.23| 0.25| 0.22| 0.26| 0.25| -3.2 6.1
0.75 (QC bajo) 0.68| 0.77| 0.73| 0.71| 0.77 | -2.4 4.8
7.00 (QC medio) 6.98| 7.07| 7.12| 7.05| 6.96| 0.5 0.6
11.00 (QC alto) 10.88 | 10.82| 11.02 | 10.88 | 10.78 | -1.1 0.8
PIP 2.00 (LLOQ) 1.72 1.86 1.82 1.80 1.85| -9.5 3.1
10.00 (QC bajo) | 10.23| 10.63| 8.63| 10.25| 9.93| -0.7 7.8
40.00 (QC medio) | 41.21 | 39.99 | 38.03 | 41.57 | 39.20 | 0.0 3.6
80.00 (QC alto) 82.77 | 79.19 | 78.48 | 83.00| 78.36| -0.4 2.9

Tabla IV.8.- Evaluacidén de la exactitud y precisidon interdia (controles preparados y
procesados en cuatro dias).

Analito C Lt (QC) I E., % RSD, %
nalito m - (] (]
i Dial Dia2 Dia3 Dia4 i ¢

MER | 0.25 (LLOQ) 0.25| 0.25| 0.25| 0.23 -2.0 3.5
0.75 (QC bajo) 0.77| 0.74| 0.78| 0.77 2.0 2.0
7.00 (QC medio) | 6.96| 7.11| 6.93| 7.01 0.03 1.0
11.00 (QC alto) 10.78 | 11.00| 10.85| 10.82 1.2 0.8
PIP 2.00 (LLOQ) 1.89| 1.84| 1.86| 1.87 -6.8 1.1
10.00 (QC bajo) 9.57 | 10.25| 10.24 | 10.00 -0.2 3.2
40.00 (QC medio) | 38.50 | 39.70 | 41.51 | 39.03 0.8 3.3
80.00 (QC alto) 78.00 | 79.41 | 83.78 | 78.36 0.1 3.3

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA:
* E, (LLOQ) < +20% vy E: (resto QCs) < +15%: Si ¥
« RSD (LLOQ) < 20% y RSD (resto QCs) < 15%: Si ¥

SELECTIVIDAD

RESULTADOS:

= Sefial (blanco?) / Senal (LLOQ) < 0.2
@ Muestras de pacientes ingresados en la UCI, ninguno de ellos bajo tratamiento con MER
o PIP pero que estaban recibiendo otros tratamientos concomitantes:

o MER: 17 pacientes
o PIP: 20 pacientes

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): ST ¥
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Cuadro IV.1.- Cont.

SELECTIVIDAD (cont.)
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Figura IV.5.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1) un
blanco de plasma de un paciente ingresado en la UCI y (2) de blanco de plasma aditivado
con (A) 0.25 mg L't de MER y (B) con 2.0 mg L! de PIP. Con una flecha se identifica el pico
correspondiente a los analitos. El tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones
cromatograficas se indican en los apartados 1V.3.3.2 y 1V.3.3.3, respectivamente.

COMENTARIO: en los cromatogramas obtenidos para todas las muestras de pacientes no se
observo ningun pico en la zona de elucién de los analitos (tg ~ 7 min para MER y tg ~ 8 min para
PIP) que puedan interferir en su determinacion.

INTEGRIDAD DE DILUCION

RESULTADOS:
Tabla IV.9.- Evaluacion de la integridad de dilucién.

Analito C inicial, C final, Réplica c final, EF RSD,
mglL?? mg L? mg L? % %
MER 20 10° 9.81 0.6 2.7
9.73
10.05
10.10
10.64
10.04
10.04
10.21 4.1 7.1
11.02
10.75
9.82
10.53
11.50
9.10
69.91 1.4 2.9
74.13
74.02
75.75
76.56
74.08
73.21
a Superior al ULOQ (ULOQ(MER) = 15.0 mg L*; ULOQ(PIP) = 100 mg L*'). Diluciones
ensayadas (disolucion analito/blanco): ® 1:1 (v/v); € 1:3 (v/v)
CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E; < +15% y RSD < 15%): Si v

=

40 10 ©

PIP 150 75°

Njon|A|WIN|IFIN|lOU|A|IWIN|IF N[OV WIN
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Cuadro IV.1.- Cont.

EFECTO MEMORIA POR ARRASTRE DE MUESTRA

RESULTADOS:
= Sefial (blanco) / Senal(LLOQ):
o MER: < 0.05
o PIP: < 0.04

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): SI ¥

COMENTARIO: el impacto del posible arrastre de analito residual en el equipo de medida
procedente de determinaciones anteriores es despreciable

ESTABILIDAD

RESULTADOS:

Tabla IV.10.- Evaluacion de la estabilidad a corto y largo plazo de MER y PIP en plasma en
diferentes condiciones de almacenamiento.

- i Tiempo fle _

Analito C,mglL-t almacen’amlento, Cts,
dias mg L?

MER | QC bajo 0 0.750 £ 0.007 | 0.0 |0.750+0.007| 0.0

(0.75) 1 0.711+0.008 | -6.7 |0.7430.013| -1.3

2 0.680 + 0.009 | -9.3 [0.741+0.010| -1.3

3 0.665 + 0.009 | -12.0 [0.734 £ 0.015| -2.7

7 0.603 + 0.006 | -20.0°|0.731 £ 0.010 | -2.7

14 - - 10.7320.011| -2.7

30 - - 10.724+0.011| -4.0

QC alto 10.83+0.13 | -1.5 | 10.83+0.13 | -1.5

(11.0) 10.32+0.13 | -6.2 | 10.81+0.16 | -1.7

9.85 + 0.09 -10.5 | 10.82+0.11 | -1.6
9.1+0.3 -17.5%| 10.69 £ 0.06 | -2.8

0
1
2 10.03+£0.13 -8.8 | 10.83+0.16 | -1.5
3
7

14 - - | 1068+0.18 | -2.9

30 - - 10.6 + 0.2 | -3.8

PIP | QC bajo 0 5.00£0.09 | 0.0 | 5.00£0.09 | 0.0
(5.0) 1 4.98+0.06 | -0.4 | 5.00+0.04 | 0.0
3 4.74+£0.04 | -5.2 | 5.03£0.10 | 0.6

7 4.28+0.09 |-14.4%| 4.95+0.07 | -1.0

30 - - 5.09+0.05 | 1.8

QC alto 0 80.2 + 0.9 0.2 | 80.2+0.9 | 0.2
(80.0) 1 77.9+0.6 -2.6 79+3 -0.9
3 745+0.3 | -6.8 | 80.0+1.6 | 0.0

7 68.1+1.4 |-14.9°| 78.2:+06 | -2.2

30 - - 803 0.4

@ Valor no conforme al criterio de aceptacion de la EMA (E; < +15%)
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Cuadro IV.1.- Cont.

ESTABILIDAD (cont.)

Tabla IV.11.- Evaluacion de la estabilidad en el inyector automatico de MER y PIP tras los
tratamientos de muestra desarrollados.

Analito nc Tiempo en el
(C, mgL1) inyector automatico, h

MER QC bajo 0 0.750 + 0.007 0.0
(0.75) 3 0.750 + 0.010 0.0

QC alto 0 10.83 +£0.13 -1.5

(11.0) 3 10.8 1.0 -1.4

PIP QC bajo 0 4.56 + 0.08 -8.8
(5.0) 3 4.62 +0.09 -7.6

QC alto 0 81.9 + 1.1 2.3

(80.0) 3 80.1+0.9 0.2

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Er £ £ 15 %): > 7 dias a 4 °C: NO *; Resto
de condiciones: Sf ¥

Simbolos y acrénimos: bo: ordenada en el origen. b;: pendiente. C: concentracién preparada. ¢:
concentracién encontrada. E.: error relativo. QC: control. R: réplica. R?: coeficiente de
determinacion. RSD: desviacidn esténdar relativa. ULOQ: limite de cuantificacidn superior.

Como se puede observar en el cuadro IV.1, los resultados obtenidos para los
controles utilizados en la validacion de todas las caracteristicas analiticas son
conformes a los criterios de aceptacion de la EMA con lo que se pueden dar por
validados los métodos analiticos propuestos para su implementacion en analisis de
rutina en laboratorio de la Unidad de Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

Es importante destacar que en el estudio de estabilidad de MER y PIP en
plasma a corto y largo plazo, los valores de Er para los dos controles de ambos
analitos, fueron superiores o proximos al 15% a los 7 dias de conservacion a una
temperatura controlada de 4 °C, lo que indica que ambos analitos no son estables en
estas condiciones de almacenamiento. Por el contrario, los controles almacenados en
congelador fueron estables durante todo el periodo estudiado (30 dias) para ambos
analitos. Por este motivo, se decidié incluir en el procedimiento de trabajo el
almacenamiento de todas las muestras a una temperatura controlada de - 20 °C. Por
otro lado, se fijéo en 3 h el tiempo maximo en el inyector automatico a temperatura
ambiente de las muestras tratadas (ver Tabla IV.11), margen suficientemente amplio
para programar secuencias de trabajo con un nimero de muestras (~18 muestras)

mas que suficiente para el volumen de trabajo diario.
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IV.4.3.- Monitorizacion de MER y PIP en pacientes criticos hospitalizados en

la UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia

Antes de mostrar los resultados obtenidos del analisis de muestras de plasma
de pacientes criticos, es importante destacar, que se realizaron actividades
(verificacién y control) para el aseguramiento interno de la calidad (ver apartado
I11.3.4).

Se recibieron muestras de sangre procedentes de 29 pacientes criticos (17
para MER y 12 para PIP). Todas las muestras se obtuvieron durante la practica clinica,
por decision del personal médico responsable, para el ajuste individualizado y
optimizaciéon de la dosis, en caso de necesidad. Tal y como se indica en el apartado
IV.3.3.1, las muestras de sangre se extrajeron inmediatamente antes de la
administracion de la siguiente dosis, es decir, a un tiempo equivalente a la Cmin del
farmaco. Para determinar los valores de Cmin de los pacientes tratados con MER y PIP
se aplicaron los métodos cromatograficos desarrollados y validados descritos en este

capitulo. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

A modo ejemplo, en la Figura IV.6 se muestran los cromatogramas obtenidos
para un paciente bajo tratamiento con MER y para otro bajo tratamiento con PIP

junto con sus correspondientes controles obtenidos en la misma sesidn de trabajo.

(A) (B)
0.008 0.09 -
/ 4
0.07
< 0.005 1 3 < 3
E“ . / % 0.05 - /
Q Q
& &
£ J L /\ £ 0.03 -
2 0.002 A > 2
< < / 2
/ 0.01 - J
N A 1 —\ 1
-0.001 T T T T T ] -0.01 . T . . \
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura IV.6.- Cromatogramas correspondientes a la determinacion de (A) MER y (B) PIP en
los controles (1) QC bajo (0.75 mg L't de MER y 5 mg L de PIP), (2) QC alto (11 mg L' de
MER y 80 mg L de PIP) y (3) de pacientes criticos (M09 y P12) ingresados en la UCI bajo
tratamiento con MER y PIP (M09: Cmin = (9.3 + 0.2) mg L't MER; P12: Cmin = (61.4 + 1.4) mg
Lt PIP, ver Tabla IV.12). Con una flecha se identifica el pico correspondiente a los analitos. El
tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones cromatograficas se indican en los
apartados IV.3.3.2 y IV.3.3.3, respectivamente.
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En la Tabla IV.12 se muestra, para cada paciente, la dosis de MER y PIP
administrada y la Cmin oObtenida junto con su desviacidon estandar. Como se puede
observar, en el caso de los pacientes MER15 y MER16, el valor de Cmin supera el ULOQ
(15 mg L!) por lo que para la determinacion de MER se realizé una dilucién previa
de la muestra con blanco de plasma (relacién muestra/blanco (v/v): 1:3 y 1:1,
respectivamente). Andlogamente, para la determinacion de PIP en plasma del
paciente PIP04, se realizd una dilucién muestra/blanco 1:1 (v/v). Por ultimo, para
tres pacientes (MER03, MER14 y PIP08) se obtuvo una seial analitica inferior a la
obtenida para el LLOQ.
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Tabla IV.12.- Dosis administradas, tiempo de perfusion (tp), Cmin de MER y PIP obtenidas para
cada uno de los pacientes monitorizados. Estimacion de la exposicion (% fT > 4-CMI) a MER y
PIP en funcién de la CMI del agente patdgeno.

. to, Agente CMI ECOFF, ® .
PRI administrada h patogeno ? mglLt?® 0 BT 2 e
MERO1 1g/8h 0.5| 0.92+0.01 | Pseudomonas 2 46
aeruginosa
MER02 1g/8h 0.5| 0.38+0.01 | Pseudomonas 2 40"
aeruginosa
Pseudomonas
c f
MERO3 1.25g/8h | 05| <0.25 aeruginosa 2 22
MERO4 1g/6 h 3.0| 2.57+0.01 | Pseudomonas 2 60
aeruginosa
MERO5 1g/8h 3.0| 1.42+0.06 | Pseudomonas 2 63
aeruginosa
MERO6 29/8h 3.0| 1.99+0.02 | Pseudomonas 2 68
aeruginosa
MERO7 1g/8h 05| 10.3+0.8 | Pseudomonas 2 100
aeruginosa
Pseudomonas
MEROS 1g/8h 0.5| 9.31:0.06 | " TI00 2 92
Pseudomonas
MERO9 29/8h 0.5| 9.3+0.2 aeruginosa 2 97
MER10 2g/8h 0.5| 2.77+0.02 | Pseudomonas 2 67
aeruginosa
MER11 1g/8h 0.5| 0.40:003 | Fechenchia 0.25 67
MER12 1g/8h 0.5| 1.58+0.06 | Pseudomonas 2 36°
aeruginosa
MER13 1g/8h 0.5| 4.04+0.05 | Pseudomonas 2 50
aeruginosa
Pseudomonas
c f
MER14 1g/8h 0.5| <0.25 aeruginosa 2 a7
MER15 2g/8h 0.5| 39.7+0.7¢ | Pseudomonas 2 100
aeruginosa
MER16 1g/8h 0.5| 20.4+0.4¢ | Pseudomonas 2 100
aeruginosa
MER17 1g/8h 0.5| 2.57+0.01 | Pseudomonas 2 40"
aeruginosa
PIPO1 2g/8h 05| 9.9+0.3 | Pseudomonas 16 48 f
aeruginosa
Pseudomonas
PIPO2 4.g/8 h 3.0/ 14.9:+0.5 aeruginosa 16 60
PIPO3 4g/8h 05| 3.2+03 | Peeudomonas 16 34"
aeruginosa
PIPO4 4g/8h 3.0| 126.8 + 1.6 4| Pseudomonas 16 100
aeruginosa
PIPOS 4 /6 h 3.0| 202+06 | Pseudomonas 16 65
aeruginosa
PIPO6 4g/8h 0.5| 21.7+1.3 Kiebsiella 8 45 f
pneumoniae
Pseudomonas
PIPO7 4 g/6 h 0.5| 56.7+0.3 aeruginosa 16 80
Pseudomonas
c f
PIPOS 4.g/8 h 0.5 <2 aeruginoss 16 32
PIPO9 4g/8h 0.5| 2.07+0.12 | Pseudomonas 16 45 f
aeruginosa
PIP10 4 /6 h 0.5 75+ 3 Pseudomonas 16 92
aeruginosa
PIP11 4g/6h 3.0 90.62 © Pseudomonas 16 90
aeruginosa
PIP12 4g/6h 05| 61.4+1.4 | Pseudomonas 16 98
aeruginosa

3 Aislado por el personal del Servicio de Microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia. ®
Valores tomados de EuCast [258]. ¢ Cmin < LLOQ. Se asumidé Cmin = LLOQ para realizar la estimacion de la
exposicién del paciente al farmaco. ¢ Muestra diluida con un blanco de plasma. ¢ No se pudieron realizar
réplicas debido a que no se disponia de un volumen sangre suficiente. f Paciente para el que no se alcanza
el objetivo farmacocinético/ farmacodinamico (50% fT > 4-CMI).
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Para la estimacién de la exposiciéon de los pacientes a MER y PIP, se utilizd
50% fT> 4:-CMI (ver Tabla 1III.1, apartado 1III.3.5) como objetivo
farmacocinético/farmacodinamico. Para ello, se estimé para cada uno de los
pacientes el valor de %fT > 4-CMI mediante estimacion bayesiana. Para realizar esta
estimaciéon en los pacientes con Cmin < LLOQ, se asumio el valor Cmin = LLOQ. En lo
referente a la CMI del patdgeno, se empled el valor epidemioldégico ECOFF (apartado
I11.3.5) para el agente patégeno a tratar. En la Tabla IV.12 se muestran los

resultados obtenidos.

Como se puede observar, la concentracién plasmatica de farmaco en algunos
pacientes podria considerarse insuficiente al no alcanzar el porcentaje de exposicion
objetivo. En seis (MERO1, MER02, MER03, MER12, MER14 y MER17) de los 17
pacientes tratados con MER, no se alcanzé el objetivo
farmacocinético/farmacodinamico prefijado, lo que equivale aproximadamente al
35% del total de pacientes monitorizados. Tampoco se alcanzd este objetivo en cinco
(PIPO1, PIPO3, PIP06, PIP0O8 y PIP09) de los 12 pacientes tratados con PIP (42%). A
la vista de los resultados, se puede afirmar que aproximadamente el 38% de los
pacientes monitorizados estan infradosificados por presentar concentraciones
plasmaticas de antibidtico en sangre por debajo de las concentraciones consideradas

adecuadas para conseguir maxima efectividad clinica.

Esta infradosificacion también se ha descrito en la bibliografia (6-20% de
pacientes infradosificados para MER, 54-78% de pacientes infradosificados para PIP,
[313-314]). La infradosificacion repercute en un peor resultado clinico para el
paciente, asi como en una mayor probabilidad de desarrollar resistencias bacterianas
[34, 315]. Por tanto, el desarrollo y validacion de métodos analiticos rapidos
(preferiblemente cromatograficos, ver apartado 1.8.2) para la monitorizacion de MER
y PIP en pacientes criticos (objetivo de este capitulo) es esencial para realizar un
reajuste de la dosificacién relativamente rapido (24 h maximo) en caso de disponer

de concentraciones de farmaco inadecuadas.
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IV.5.- CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos de este capitulo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El tratamiento de las muestras de plasma propuesto para la determinacién
cromatografica de MER y PIP que consiste en la precipitacion de las proteinas con
ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v), separacién del precipitado y dilucion del
sobrenadante con tampoéon fosfato 0.05 M (pH 3.0) (relaciones
sobrenadante/tampoén: 1:2 (v/v) para MER y 1:1.25 (v/v) para PIP), proporciona
valores de recuperacién satisfactorios (> 90%) en tiempos adecuados (5 min)

para su implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

» Las condiciones cromatograficas (fase mévil: tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0) con
7 % (v/v) de ACN para MER o con 20 % (v/v) de ACN para PIP; fase estacionaria:
C18; deteccién UV-Vis: 299 nm para MER y 207 nm para PIP; flujo: 1 mL mint)
propuestas para MER y PIP proporcionan una separacion satisfactoria de los
interferentes presentes en la muestra, con tiempos de retencién adecuados (< 9

min) para su implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

* La validacién completa (LLOQ, aceptabilidad de la curva de calibrado, exactitud,
precision, selectividad, integridad de dilucion, efecto memoria, estabilidad del
analito a corto y a largo plazo en las condiciones de almacenamiento y en el
inyector automatico) de los métodos cromatograficos desarrollados para la
determinacion de MER y PIP en muestras de plasma de pacientes criticos es
conforme a los criterios de aceptacién de la EMA; por tanto, son adecuados para
su implementacién en el laboratorio de la Unidad de Farmacocinética Clinica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia para la monitorizacion de MER y PIP en

pacientes criticos.

* La aplicacion de los métodos desarrollados a la monitorizacién de MER y PIP de
pacientes criticos ingresados en la UCI del Hospital Clinico Universitario de
Valencia reveld que no se alcanz6 el objetivo farmacocinético/farmacodinamico
prefijado (50% fT> 4-CMI) en seis de los 17 pacientes tratados con MER (~35%)
y en cinco de los 12 pacientes tratados con PIP (42%). Estos pacientes estan
infradosificados, lo que repercute en un peor resultado clinico y en una mayor
probabilidad de desarrollar resistencias bacterianas. Por tanto, los métodos
cromatograficos desarrollados y validados son muy utiles para realizar un reajuste

rapido de la dosificacién, esencial en el caso de este tipo de pacientes.
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Antibacterianos II: ceftolozano combinado con tazobactam

V.1.- Introduccion
V.1.1.- Caracteristicas generales

CEF es un antibiodtico betalactdmico del grupo de las cefalosporinas (ver Tabla
1.2). Las cefalosporinas son un grupo de antibiéticos que pueden clasificarse en 6
categorias, o generaciones, con un espectro de actividad diferente para cada una de
ellas. Aunque el nlcleo de la estructura principal es el mismo para todas las
cefalosporinas, es la modificacidon en la posicién siete del anillo betalactamico la que

determina el espectro de actividad de cada generaciéon (Tabla V.1) [316].

Las enzimas betalactamasas hidrolizan el enlace amida del anillo
betalactamico. Por ello, CEF se coadministra con TAZ (inhibidor penicilinato sulfona
de las enzimas betalactamasas) [317-318]. La combinacién CEF/TAZ se ha
incorporado recientemente al arsenal antibacteriano y debido a su espectro de
actividad unico y especifico, todavia no se ha categorizado en ningln grupo o

generacion de cefalosporinas.

V.1.2.- Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla V.1 se muestran las estructuras y algunas propiedades
fisicoquimicas de CEF y TAZ. Como se puede observar, ambos compuestos son muy
hidrofilos, con valores de logP de -8.7 y -1.8 para CEF y TAZ, respectivamente.
Ambos poseen en su estructura grupos carboxilo con un valor de pKa préoximo a 3.
CEF, ademas posee grupos amino con valores de pKa (del acido conjugado)

superiores a 9.

Tabla V.1.- Nimero registrado en el CAS, estructura quimica y valores de logP, pKa y M: de
CEF y TAZ.

Compuesto . .
(N° CAS) Estructura logP pKa M.
20 2.8
CEF H Y ~NHz
-8.7 9.1b 666.7
H2N o ) ) r»lj NH 2 10.7 b
Q.0 Ns
TAZ [T X S
(89786-04-9) 0 “f -1.8 3.0 300.3
o

@ Valores estimados con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com). ? Valores correspondientes al dcido conjugado del grupo amino.
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V.1.3.- Propiedades farmacoldgicas

CEF presenta un mecanismo de accién equivalente al de los betalactamicos
MER y PIP (ver apartado IV.1.3) [319-321].

V.1.4.- Espectro antimicrobiano

En la tabla IV.2 se muestra el espectro de actividad antibacteriano de la
combinaciéon CEF/TAZ [322].

Tabla V.2.- Espectro de actividad antibacteriano de CEF/TAZ.

CEF/TAZ = Haemophilus influenzae, Moraxella | = Estreptococos betahemoliticos
catarrhalis y varias cepas de (Streptococcus pyogenes,

Acinetobacter baumanii Streptococcus agalactiae,

» Enterobacterias (Enterobacter | Streptococcus anginosus,

cloacae, Enterobacter aerogenes, Streptococcus salivarius)
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, | = Diferentes especies del género

Klebsiella pneumoniae) Pneumococcus spp.
= Bacilos gramnegativos no
fermentadores (Pseudomonas

aeruginosa, Proteus  mirabilis,
Serratia marcescens)

La combinacién CEF/TAZ presenta excelente actividad antimicrobiana frente
a bacilos gramnegativos, como Pseudomonas aeruginosa Yy enterobacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (Escherichia coli, o
diferentes especies de Klebsiella spp.) y frente a bacterias grampositivas como
diferentes especies del género Streptococcus spp. [323-324]. Estd indicado en
infecciones intraabdominales graves, cuadros de pielonefritis [325], asi como en

casos graves de neumonia nosocomial [326].

V.1.5.- Perfil farmacocinético

Se ha estudiado el perfil farmacocinético de CEF, sélo y en combinacidon con
TAZ, en voluntarios sanos a los que se les administré un intervalo de dosis amplio
(250-2000 mg y 250-1000 mg para CEF y TAZ, respectivamente) [327-329]. Tras
la administracién de una dosis, Unica o multiple, ambos farmacos presentan
incrementos de Cmax Yy AUC proporcionales a la dosis administrada. CEF y TAZ
presentan un Vg4 de 11-18 L y 19-19.2 L, respectivamente, lo cual refleja una una
distribucién limitada al espacio extracelular. La tasa de union a proteinas plasmaticas

para CEF y TAZ es del 20 %, con una semivida plasmatica de eliminaciéon de 2-3 hy
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0.8-0.9 h, respectivamente. Ambos farmacos se eliminan en su totalidad por via renal
en su forma inalterada (92 %). TAZ presenta un perfil lineal en su farmacocinética
que no esta alterado por su coadministracion con CEF [292, 327]. La dosis habitual
de CEF/TAZ para pacientes con una funcién renal normal es de 1000/500 mg cada 8
h administrados en 1 h de perfusiéon intravenosa. La reduccion de la dosis esta
recomendada en aquellos pacientes que presentan la funcion renal reducida [330].
Se recomienda la administraciéon de CEF/TAZ inmediatamente después del proceso
de hemodializaciéon ya que puede haber una eliminacion a través de dicho proceso.

No se requiere un ajuste de la dosis en pacientes con insuficiencia hepatica.

V.1.6.- Perfil farmacodinamico

Se ha visto que el objetivo farmacocinético/farmacodindmico que mejor
describe la efectividad de CEF es el porcentaje de tiempo en el cual las
concentraciones de farmaco permanecen por encima de la CMI (% fT>CMI). El valor
medio de tiempo necesario para conseguir un efecto bactericida equivalente a la
reduccion del nimero de colonias en una unidad logaritmica fue del 31.5 % frente a
Pseudomonas aeruginosa, 31.6 % frente a enterobacterias y 34.8 % frente a
bacterias productoras de BLEE [331]. Estos resultados son similares a los obtenidos
en otro estudio basado en un modelo farmacocinético in vitro de infeccion por

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa [332].

Para TAZ, se ha visto que el mejor indicador farmacodinamico de eficacia
frente a infecciones por enterobacterias productoras de BLEE es el porcentaje de
tiempo en el que las concentraciones de farmaco permanecen por encima de una CMI
de 0.5 mg L' (% fT>0.5) [333]. De este modo, se ha visto que frente a este tipo de
enterobacterias, ese porcentaje de tiempo para la reduccidon del nimero de colonias
en 1 logaritmo es del 70 % [334-335].

V.1.7.- Perfil de seguridad

Por lo general, CEF/TAZ es bien tolerado desde el punto de vista de la
seguridad, con un perfil de eventos adversos similar al encontrado para otras

cefalosporinas como son nauseas, vomitos y diarrea [322].

En dos ensayos clinicos fase III (ASPECT-cUTI y ASPECT-cIAI) se vio que las
eventos adversos mas frecuentes (mas de 3-5 %) que ocurrieron en los pacientes
tratados fueron nauseas, cefalea, estrefiimiento, diarrea, pirexia, elevacién de niveles
tanto de alanina como de aspartato aminotransferasas. Por lo general, estos eventos

fueron de intensidad leve o moderada [336-337].
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V.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis

Doctoral descrito en el Capitulo II, se plantean los siguientes objetivos especificos:

= Puesta a punto y validacion completa conforme a los requerimientos de la EMA
de un método cromatografico para la determinacién simulténea de CEF y TAZ en
muestras de plasma utilizando una columna C18 y deteccion en el UV-Vis. Para
la consecucion de este objetivo, de modo analogo al Capitulo IV, se realiza un
estudio de la optimizacion de la composicion de la fase moévil hidroorganica y del
tratamiento de las muestras de plasma. El método debe ser rapido y sencillo para
su implementacion en analisis de rutina en la Unidad de Farmacocinética Clinica

del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

» Estudio del perfil farmacocinético de CEF y TAZ en un paciente critico ingresado
en la UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia bajo tratamiento con una
especialidad farmacéutica (Zerbaxa®) que contiene estos antibacterianos y
sometido a RRT.
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V.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacién de las fases moviles, los procedimientos seguidos para el
acondicionamiento del sistema cromatografico, para la validacion del método
desarrollado segun las recomendaciones de la EMA, para el aseguramiento interno
de la calidad y para el analisis farmacocinético, asi como los programas informaticos
empleados en este capitulo, se muestran en el Capitulo III. A continuacion, se

muestran los detalles no descritos en dicho capitulo.

V.3.1.- Preparacion de patrones de calibracion, controles y PI

Para la preparacion de las disoluciones de CEF, TAZ y de PI (cefepima (CEFE))
se emplearon las especialidades farmacéuticas que se indican en la Tabla V.3. Se
prepararon diariamente disoluciones de trabajo por disolucién de la cantidad
adecuada de polvo en agua ultrapura, en las concentraciones indicadas en la Tabla
V.3. Las disoluciones se almacenaron a 4 °C en la oscuridad.

Tabla V.3.- Compuestos estudiados, especialidad farmacéutica, distribuidor comercial,

concentracion de la disolucion de trabajo y de los controles para la validacion del método.
LLOQ: limite de cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacion superior

Antibiotico | Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L)

= Disolucién de trabajo: 1000 2
= Controles para la validacién:
— Curva de calibrado: 0.5 (LLOQ), 5, 10,
20, 40, 60, 80 y 100 (ULOQ)
CEF - Exactitud y precisiéon: 0.5, 1.5, 40 y 80
— Selectividad: 0.5
- Integridad de dilucién: 120
Zerbaxa® IV 1/0.5 g — Efecto memoria: 100

Observaciones: polvo para| — Estabilidad: 2.5y 80
disolucion para perfusion . » . ;
Distribuidor: Merck Sharp & Disolucion de trabajo: 500

Dohme B.V. (Haarlem, Paises|" Controles para la validacion:
Bajos) — Curva de calibrado: 0.25 (LLOQ), 2.5, 5,

10, 20, 30, 40 y 50 (ULOQ)
— Exactitud y precision: 0.25, 0.75, 20 y

TAZ 40
— Selectividad: 0.25
- Integridad de dilucién: 60
— Efecto memoria: 50
- Estabilidad: 1.25y 30
Cefepima Accord® 1 g » Disolucion de trabajo: 5000 @
Observaciones: polvo para
CEFE solucion  inyectable y para
perfusion

Distribuidor: Accord Healthcare
S.L.U. (Barcelona, Espafia)

3 Preparacion diaria
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Como se puede observar en la Tabla V.3, para CEF y TAZ se prepararon ocho
controles para la validacién de la curva de calibrado por dilucién de la disolucion de
trabajo en plasma de sujetos sanos. Estas concentraciones son las que se utilizaron
para la construccién de las rectas de calibrado. De manera similar, se prepararon los
controles empleados para la validacién de la precisidon, exactitud (veracidad en el
contexto de las normas ISO 17025 y ISO15189), selectividad, integridad de dilucion,
efecto memoria, asi como para la validacion de la estabilidad del analito en las
disoluciones de plasma y en el inyector automatico. Estas concentraciones se
seleccionaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la EMA indicadas en la
Tabla 1.5 [246].

En cuanto a la preparacién del PI (CEFE), la disolucién de trabajo de
5000 mg L se diluyé en blanco de plasma a 500 mg L!. Esta ultima disolucion se
empled para aditivar directamente los controles, blancos y muestras de plasma,
dando lugar a una concentracién final de PI (CEFE) de 50 mg L! (previamente al

tratamiento de muestra).

V.3.2.- Preparacion de las disoluciones para perfusion intravenosa

La especialidad farmacéutica de Zerbaxa® administrada al paciente en estudio
es la indicada en la Tabla V.3. Las disoluciones de CEF/TAZ para perfusion se
prepararon siguiendo las recomendaciones del fabricante por disolucidon del contenido
del vial en una disolucion para perfusion de NaCl al 0.9 % (m/v) o de dextrosa al 5%
(m/v). La concentracién final de CEF y TAZ fueron de 10000 mg L* de 5000 mg L},

respectivamente.

V.3.3.- Procedimientos
V.3.3.1.- Dosificacion del paciente en estudio y tiempos de muestreo

Siguiendo las recomendaciones del fabricante de Zerbaxa®, todas las
disoluciones (apartado V.3.2) se administraron inmediatamente tras su preparacion.
La pauta general de dosificacion de CEF/TAZ en el paciente del estudio fue de 2/1 g

cada 8 h, con una administracion intravenosa en perfusiones de 60 min de duracion.

En este capitulo se estudia un paciente (de 68 afios) critico ingresado en la
UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia sometido a RRT, concretamente a
una hemodiafiltracién venovenosa continua (CVVHDF, acronimo de continuous

venovenous hemodiafiltration) que emplea un hemofiltro de polisulfona a flujos de
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sangre, de fluido de dializacién y de liquido de reposicién de 100 mL min, 2000 mL

h-1y 1000 mL h!, respectivamente.

Para la monitorizacion de CEF/TAZ en el paciente en estudio, una vez
alcanzado el estado estacionario en la etapa de mantenimiento (dia 2 desde el inicio
del tratamiento), se extrajeron muestras de sangre arterial previamente a la RRT y
muestras de sangre venosa posteriormente a la RRT. Estas muestras se obtuvieron
inmediatamente antes de la administracién de la siguiente dosis, es decir, a las 0 h
y alas 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 5.0, 7.0 y 8.0 h (Cmin) tras la administracion de la misma.
La toma de muestras se realizé siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
II1.3.5.

V.3.3.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (controles, blancos y muestras) se sometieron al
siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomaron 500 uL de plasma, ya aditivado
con PI (CEFE) a 50 mg L!, y se precipitaron las proteinas por adiciéon de 1000 ulL de
ACN/&cido féormico (99.9:0.1, v/v). La mezcla resultante se agité con un agitador
vortex durante 20 s y, a continuacién, se centrifugé a 10800 rpm durante 5 min. Tras
ello, se tomaron 750 uL de sobrenadante y se adicionaron 3000 uL de CH2Cl2. La
mezcla resultante se agitd con un agitador vortex durante 20 s y a continuacion, se
centrifugd a 2000 rpm durante 5 min. Tras ello, se tomé la fraccidén acuosa para su

analisis cromatografico.

V.3.3.3.- Condiciones cromatograficas

Para la determinacion de CEF/TAZ se utilizé el equipo cromatografico de
modulos integrados Waters. Se utilizé una columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm,
5 um) y una fase movil compuesta por una disolucién de tampon fosfato 0.05 M (pH
3.0)/ACN, (92:8, v/v). La velocidad de flujo de la fase mévil fue de 1 mL min!y el
volumen de inyeccion de 10 pL. Las separaciones se realizaron a una temperatura de
30 ©C. La deteccion espectrofotométrica se efectud en el UV-vis a 220 nm (TAZ) y a

260 nm (CEF y CEFE) que corresponden su maximo de absorcion.

105



Capitulo V

V.4.- Resultados y discusion

V.4.1.- Desarrollo de un método cromatografico para la determinacion de
CEF/TAZ en muestras de plasma

V.4.1.1.- Composicion de la fase movil

Tal y como se ha comentado en el apartado 1V.4.1.1, en esta Tesis Doctoral
se ha utilizado RPLC. Como se puede observar en la Tabla V.1, CEF y TAZ son
compuestos muy hidréfilos y, ademas, estan ionizados en todo el intervalo de pH
(~3-9) de trabajo de las fases estacionarias de silice enlazadas. Por ello, para
conseguir la retencién de estos compuestos, la mayoria de los métodos
cromatograficos publicados en la bibliografia utilizan fases estacionarias C18 y fases
moéviles con poca fuerza eluyente (ver Tabla 1.4). Ademas, en la mayoria de
aplicaciones se utilizan fases mdviles hidroorganicas a un pH acido (predomina la

forma protonada de los grupos carboxilo) que contienen ACN como modificador.

Por todo lo expuesto, de modo similar al Capitulo IV, se prepararon distintas
fases moéviles que contenian tampdn fosfato 0.05 M a pH 3.0 y ACN en proporciones
variables (3-20 %). En este Capitulo también se evalud la posibilidad de utilizar un
PI para compensar a priori posibles variaciones operacionales. Se estudiaron como
PI los siguientes compuestos estructuralmente similares al CEF y al TAZ: cefazolina,
CEFE, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona y cefuroxima. En las
condiciones ensayadas, CEFE fue el Unico compuesto cuyo pico cromatografico no
que eluyd a valores de tr préoximos a los analitos sin solapamiento de los picos
cromatograficos. Ademas, CEFE presenta una semivida plasmatica de eliminacién
relativamente corta (aproximadamente 2 h) [338], por tanto, es muy poco probable
su presencia en las muestras de pacientes reales, en caso que dichos pacientes estén

bajo tratamiento con CEFE.

En la Figura V.1 se muestran los cromatogramas obtenidos con todas las fases
moviles ensayadas. Como se puede observar, tan sélo se observdo una separacion
completa de los picos de CEF, TAZ y PI con las fases méviles con un contenido de
ACN del 3-8%. A fin de reducir el tiempo de analisis y evitar el posible solapamiento
de compuestos enddgenos de las muestras de plasma en el frente del cromatograma,
se selecciond a priori para futuros estudios la fase movil que contiene tampdn fosfato
0.05 M (pH 3.0)/ACN (93:8, v/v).

También se estudid el efecto de la temperatura (25 - 50 °C) sobre la retencién
(Figura V.2).
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Figura V.1.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucidn acuosa de 50
mg L' de CEF y PI (CEFE), y de 25 mg L' de TAZ. La composicion de las fases moviles
ensayadas fue: (1) 82:20, (2) 86:14, (3) 92:8 y (4) 97:3 tampon fosfato 0.05 M (pH
3.0)/ACN (v/v). El resto de condiciones cromatograficas se indican en el apartado V.3.3.3. Se
muestran los cromatogramas obtenidos con deteccién a A = 220 nm.

0.35 A ceeP?
0.28 1 CEF, PI 6
2 TAZ f
=] 5
T 0.21 cer |7
2 TAZ
]
'g 0.14 az |\ 1CF 4
2 M
< PL o cer 3
o 07 J TAZ ~ N
2
PI CEF
TAZ
-0.01 N N 1

V] 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura V.2.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion acuosa de 50
mg Lt de: CEF, PI (CEFE), y de 25 mg L't de TAZ. La temperatura de la columna cromatografica
fue: (1) 25, (2) 30, (3) 35, (4) 40, (5) 45 y (6) 50 ©°C. El resto de condiciones
cromatograficas se indican en el apartado V.3.3.3. Se muestran los cromatogramas obtenidos
con deteccion a A = 220 nm.
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Como se puede observar en la Figura V.2., al aumentar la temperatura de la
columna cromatografica disminuyen los valores de los tr de los analitos y PI.
Curiosamente, a partir de los 45 °C se observé una inversion del orden de elucion
entre el PI (CEFE) y CEF. Se seleccion6 una temperatura de 30 °C a fin de reducir el

tiempo de analisis.

En las condiciones seleccionadas, tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (93:8,
v/v), T = 30 °C (ver mas detalles en el apartado V.3.3.3), los valores de tr, k y A/B

fueron:

= Para TAZ: tr

5.8 min, k = 3.4y A/B = 0.98

= ParaPl:tr =6.5min, k =4y A/B=1.02

= Para CEF: tr = 7.6 min, 4.8 = y A/B = 0.98

V.4.1.2.- Tratamiento de las muestras de plasma

En primer lugar, al igual que en el Capitulo IV (apartado IV.1.2) se evaluo la
influencia de la naturaleza de los filtros de jeringa sobre la recuperacién de los
compuestos, empleando para ello disoluciones acuosas. En todos los casos se
obtuvieron valores de recuperacion proximos al 100 %, por lo que se utilizaron
indistintamente filtros de Nylon® (0.45 um), PTFE y PVDF (ambos de 0.22 um).

Para la determinacién cromatografica de CEF y TAZ en muestras de plasma
(ver Tabla I1.4), el tratamiento de las muestras mas empleado consiste en la
precipitacion de las proteinas plasmaticas con ACN (en ocasiones en presencia de
formico) [175-177]. En esta Tesis Doctoral se ensayd la precipitacion de proteinas
con ACN/&cido férmico (99.9:0.1, v/v) y con MeOH/acido férmico (99.9:0.1, v/v). En
estos tratamientos se empled una relacion muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 puL de
muestra/1000 uL de reactivo precipitante). Se emplearon blancos de muestras de
plasma aditivados con 50 mg L*! de CEF y PI (CEFE) y 25 mg L' de TAZ. Los
experimentos se realizaron por triplicado. La inyeccién de las disoluciones obtenidas
tras el tratamiento con MeOH/&cido férmico (99.9:0.1, v/v) provocd un incremento
de la presién (de hasta 300-400 psi) del sistema cromatografico por lo que se
descartd este tratamiento. Por otro lado, se observd un solapamiento de los picos
cromatograficos en los cromatogramas correspondientes a la muestra obtenida tras
el tratamiento con ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v) debido a la elevada fuerza

eluyente de la disolucion de inyeccion.

Con fin de eliminar el ACN de la disolucion de medida, se investigd la

realizacion de wuna LLE con CH2Clz [177]. Se ensayaron relaciones
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sobrenadante/CHxCl> 1:4 (v/v) y 1:8 (v/v). Tras la etapa de LLE, se inyecté la fraccidon

acuosa en el sistema cromatografico. Los experimentos se realizaron por triplicado.

En la Tabla V.4 se muestran para cada una de los tratamientos realizados, los
valores de A/B, asi como los porcentajes de recuperacion estimados a partir del
cociente entre el area de pico de analito obtenida tras el tratamiento del blanco de
plasma aditivado y el area de una disolucién de la misma concentracion de analito
en agua. Como puede observarse, en todos los casos se obtuvieron resultados
satisfactorios, por lo que se selecciond una relacidon sobrenadante/CH2>Cl. de 1:4

(v:iv).

Tabla V.4.- Resultados obtenidos tras el tratamiento de precipitacidon de proteinas con
ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v) y LLE con CH2Cl> de las muestras de plasma.

Compuesto | Relacion sobrenadante/CH2Cl> (v/v) | A/B Recuperacion (%) 2
CEF 1:4

0.99 100.2 + 1.3
1:8 0.99 100.0 £ 1.0

TAZ 1:4 1.00 99 £ 2
1:8 1.00 99.2 £ 1.2
PI 1:4 0.99 99.5 + 1.0
(CEFE) 1:8 1.00 99.1 + 1.4

@ Media + desviacion estandar de las tres réplicas realizadas

En la Figura V.3 se muestran los cromatogramas obtenidos para un blanco de
plasma aditivado con 50 mg L' de CEF y PI (CEFE) y 25 mg L' de TAZ, tras el
tratamiento basado en una desproteinizacion con ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v)
con una relacién muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 uL de plasma/1000 puL de reactivo
precipitante), seguido de una LLE con CH2Cl2 en una relacién sobrenadante/ CH2Cl2
de 1:4 (v:v). También se incluye un cromatograma correspondientes a un blanco de

plasma tras someterse al correspondiente tratamiento.

Es interesante resaltar que, durante la ejecuciéon de todos los ensayos en
matriz plasma, la presién del sistema cromatografico se mantuvo entre los 1650-
1750 psi (con un flujo de 1 mL min!) y se observd una variacion maxima de 30-50

psi tras una sesion de trabajo continuo.
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Figura V.3.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucién de (1) blanco
de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con 50 mg Lt de CEF y PI (CEFE), y con 25
mg Lt de TAZ tras el tratamiento con ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v) seguido de una LLE
con CH2Clz. Relacion muestra/reactivo precipitante 1:2 (v/v) (500 uL de agua/1000 pL de
reactivo precipitante). Relacidn sobrenadante/CH.Cl> 1:4 (v/v). Las condiciones
cromatograficas se indican en el apartado V.3.3.3. Cromatogramas obtenidos a A, = 220 nm.

V.4.2.- Validacion del método desarrollado

En el apartado III.3.3 se describen los procedimientos seguidos para la
validacidon del método desarrollado segun la guia de la EMA (ver Tabla 1.5). En la
Tabla V.3 se indican los valores de concentracién de cada uno de los controles
utilizados para la validacion de cada una de las caracteristicas analiticas del método.
En este método analitico se utilizé el método de calibracién del patrén interno, asi
como sefial analitica se utilizé la relaciéon Area (analito o blanco) / Area PI. En el
cuadro V.1 se muestran los resultados obtenidos. Como se puede observar, los
resultados obtenidos para los controles utilizados en la validacion de todas las
caracteristicas analiticas son conformes a los criterios de aceptacién de la EMA con
lo que se puede dar por validado el método analitico propuesto para su
implementacién en analisis de rutina en laboratorio de la Unidad de Farmacocinética

Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Es importante destacar que en el estudio de estabilidad de CEF y TAZ en
plasma a corto y largo plazo, ambos analitos fueron estables (Tabla V.9) hasta 1 y
15 dias de almacenamiento a 4 °C y -20 °C, respectivamente. Por ello, se decidié
incluir en el procedimiento de trabajo el almacenamiento de las muestras extraidas
a -20 °C un maximo de 15 dias 0 a 4 °C maximo un dia. Por otro lado, se fijo en 8 h
el tiempo maximo en el inyector automatico a temperatura ambiente de las muestras
tratadas, margen suficientemente amplio para programar secuencias de trabajo con

un numero de muestras mas que suficiente para el volumen de trabajo diario.
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Cuadro V.1.- Resumen de los resultados obtenidos en la validacién del método desarrollado para
la determinacion de CEF y TAZ.

LIMITE DE CUANTIFICACION INFERIOR (LLOQ)

CONCENTRACION:
= LLOQ practico prefijado:
o CEF: 0.50 mg L
o TAZ: 0.25 mg L

RESULTADOS:

= Sefial (LLOQ) / Sefial(blanco):
o CEF: > 38
o TAZ: > 19

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (LLOQ) > 5-Sefial (blanco)): Sf ¥

LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO

INTERVALO DINAMICO LINEAL (niveles usuales de CEF y TAZ en pacientes monitorizados):
= CEF (LLOQ-ULOQ): 0.5- 100 mg L™
» TAZ (LLOQ-ULOQ): 0.25 - 50 mg L*

RESULTADOS:
Tabla V.5.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en seis sesiones de trabajo.

Analito %%Q%

CEF 0.0015 0.43 0.995
2 0.002 0.45 0.997
3 0.0007 0.46 0.998
4 0.0014 0.43 0.9991
5 0.0019 0.42 0.9992
6 0.0006 0.43 0.995
TAZ 1 0.0008 0.40 0.995
2 0.0005 0.38 0.998
3 0.0001 0.39 0.9992
4 0.0002 0.38 0.9991
5 0.003 0.38 0.996
6 0.0006 0.38 0.9990

a Diferencias en los valores de b; < 10 %. Se considera una indicacion de una estabilidad
satisfactoria por algunos laboratorios acreditados. Por lo que no es necesario realizar una
calibracion metodoldgica en cada sesion de trabajo si la correspondiente verificacion es
conforme. Pese a ello se optd por preparar calibrados en cada sesién e interpolar las sefiales
de muestras (o controles) en la recta de la sesién correspondiente

b R? > 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos cromatograficos
segun la norma ISO 17025:2017
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Cuadro V.1.- Cont.
LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO (cont.)

(A)

25
20 :L

15 X

10 1

E, (%)
o

1
[
=)
Xue
X
*x =
* X
<X

1] 20 40 60 80 100
Concentracion CEF (mg L)
(B)
25 1

20

15

*
%
*

10 1

]
X
m X

E, (%)
(=]
I

»

[
LK
b X

1] 10 20 30 40 50
Concentracion TAZ (mg L)

Figura V.4.- Valores de E; (%) obtenidos en la validacion de la aceptabilidad de la curva de
calibrado para (A) CEF y (B) TAZ en cada una de las sesiones de trabajo: () sesion 1, (m)
sesiéon 2, (A) sesion 3, (k) sesién 4, (®) sesiébn 5 y (%) sesidén 6. (----) Limite de
aceptabilidad para los controles cuya concentracion es igual al LLOQ (E; maximo = + 20%) y
para el resto de controles (E- maximo = + 15%) segln las recomendaciones de la EMA. Los
valores de concentracion de los controles se indican en la Tabla V.3.

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA (E/(LLOQ) < +20%); E(resto) < +15%): Sf ¥
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Cuadro V.1.- Cont.

EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA E INTERDIA

RESULTADOS:

Tabla V.6.- Evaluacion de la exactitud y precisién intradia (réplicas de los controles
preparados y procesados en la misma sesion de trabajo.

Analito, C, mglL! (QC) E., % RSD, %
CEF 0.50 (LLOQ) 0.50| 0.49| 0.47| 0.48| 0.46| -2.2 2.9
1.50 (QC bajo) 1.52| 1.56| 1.52| 1.49| - 1.4 1.9
40.00 (QC medio) | 40.31 | 40.14 | 43.18 | 40.12 | 40.11 1.9 3.3
80.00 (QC alto) 78.58 | 78.90| 77.71| 78.14 | 78.14 | -2.1 0.6
TAZ | 0.25 (LLOQ) 0.26 | 0.27| 0.26| 0.27| 0.28| 8.1 4.4
0.75 (QC bajo) 0.68| 0.75| 0.85| 0.81| 0.77| 2.7 9.6
20.00 (QC medio) | 21.16 | 21.95| 20.55| 21.75| 21.35| 6.7 2.9
40.00 (QC alto) 43.19 | 43.65| 43.10 | 41.94 | 42.97| 7.4 1.7

Tabla V.7.- Evaluaciéon de la exactitud y precision interdia (controles preparados y
procesados en cuatro dias).

Analito C Lt (QC) I E., % RSD, %
nalito m - (] (]
i Dial Dia2 Dia3 Dia4 i ¢

CEF | 0.50 (LLOQ) 0.57| 0.57| 0.58| 0.53| 13.0 3.8
1.50 (QC bajo) 1.59| 1.44| 1.66| 1.36 0.8 9.3
40.00 (QC medio) | 44.4| 41.11| 43.68 | 40.30 5.9 4.7
80.00 (QC alto) | 87.03| 79.44 | 88.44| 78.59 4.2 6.1
TAZ | 0.25 (LLOQ) 0.22| 0.25| 0.23| 0.26 4.4 6.8
0.75 (QC bajo) 0.73| 0.71| o0.76| 0.68 4.3 4.9
20.00 (QC medio) | 19.35| 19.62 | 18.75| 21.16 1.4 5.2
40.00 (QC alto) 37.8| 38.4| 354/ 432 3.3 8.5

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA:
* E, (LLOQ) < +20% vy E: (resto QCs) < +15%: Si ¥
« RSD (LLOQ) < 20% y RSD (resto QCs) < 15%: Si ¥

SELECTIVIDAD

RESULTADOS:

= Sefial (blanco?) / Senal (LLOQ) < 0.2
@ Muestras de 20 pacientes ingresados en la UCI, ninguno de ellos bajo tratamiento con
CEF/TAZ o CEFE pero que estaban recibiendo otros tratamientos concomitantes

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥
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Cuadro V.1.- Cont.

SELECTIVIDAD (cont.)

0.055 - ' N
_0.040
<
2
= 0.025
g

TAZ CEF

£0.010 J )
e
=]
£.0.005
Zo.

-0.020 - ,\ k

-0.035 . = = . . S

o 2 a 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura V.5.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccién de una disolucién de (1) un
blanco de plasma de un paciente ingresado en la unidad de cuidados intensivos y (2) de
blanco de plasma aditivado con 0.50 mg L* de CEF, 50 mg L* de PI (CEFE) y con 0.25 mg
L't de TAZ. El tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones cromatograficas se
indican en los apartados V.3.3.2 y V.3.3.3, respectivamente. Se muestran los cromatogramas
obtenidos con detecciéon a A = 220 nm.

COMENTARIO: en los cromatogramas obtenidos para todas las muestras de pacientes no se
observo ningun pico en la zona de elucidn de los analitos (tr ~ 6.3 min para TAZ, tr ~ 6.8 min
para CEFE y tgr ~ 7.5 min para CEF) que puedan interferir en su determinacion.

INTEGRIDAD DE DILUCION

RESULTADOS:

Tabla V.8.- Evaluacion de la integridad de dilucidn. Dilucién ensayada: disolucion
analito/blanco, 1:3 (v/v).

C inicial, C final,
mglLta mg L

CEF 120 30

Analito

Réplica

¢ final, E,,
mg L? %

29.71 1.1 2.6
29.60
30.20
29.09
29.55
30.39
30.04
14.86 1.3 1.4
14.80
15.10
14.54
14.75
15.20

7 9.10
2 Superior al ULOQ (ULOQ(CEF) = 100 mg L*; ULOQ(TAZ) = 50 mg L)

TAZ 60 15

acaojlun|lhlW|IN|IHFINIOU|DR|W|IN|=

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E: < +15% y RSD < 15%): Sf ¥
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Cuadro V.1.- Cont.

EFECTO MEMORIA POR ARRASTRE DE MUESTRA

RESULTADOS:
= Sefal (blanco) / Sefial(LLOQ):
o CEF: < 0.03
o TAZ: < 0.05

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Si ¥
ESTABILIDAD
RESULTADOS:

Tabla V.9.- Evaluacion de la estabilidad a corto y largo plazo de CEF y TAZ en plasma en
diferentes condiciones de almacenamiento.

ne Tiempo de _
Analito C mg’L'l almacen’amiento, Czts,
‘ dias mg L
CEF QC bajo 0 2.50 £ 0.04 0.0 2.50 £ 0.04 0.0
(2.50) 1 2.49+0.03 | 0.4 - -
15 - - 2.48 £ 0.02 -0.8
30 - - 1.61 +0.02 -35.6°
QC alto 0 80.0+ 1.0 0.0 80.0+ 1.0 0.0
(80) 1 789+0.9 |-1.4 - -
15 - - 77.9+1.1 -2.6
30 - - 58.1+£0.9 -27.4°
TAZ QC bajo 0 1.251 +0.011 | 0.1 | 1.251+0.011 0.1
(1.25) 1 1.221 +0.010 | -1.7 - -
15 - - 1.23 +0.02 -1.7
30 - - 0.870 £ 0.010 |=-29.72
QC alto 0 30.5+0.3 1.7 30.5+0.3 1.7
(30) 1 29.1+0.6 | -3.0 - -
15 - - 29.1+£0.8 -3.0
30 - - 23.8+0.3 -20.7°

2 Valor no conforme al criterio de aceptacion de la EMA (E. < +15%)

Tabla V.10.- Evaluacion de la estabilidad en el inyector automatico de CEF, TAZ y CEFE (PI)
tras el tratamiento de muestra desarrollado.

Analito nc Tiempo en el _ T ambiente

(C, mglL1?) inyector automatico, h C+s, mglLt? E,, %

CEF QC bajo 0 2.50 + 0.05 0.0
(2.50) 8 2.48 + 0.03 -0.5

QC alto 0 79.4+ 0.8 -0.1

(80) 8 77.8+0.4 -0.3

TAZ QC bajo 0 1.25+0.08 0.0
(1.25) 8 1.22 + 0.03 -2.1

QC alto 0 30.5+0.8 1.7

(30) 8 28.3+0.7 -5.7

PI 50 mg Lt 0 49.3+ 0.5 -2.2
(CEFE) 8 48.9+0.7 -0.8

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Er < + 15 %): 30 dias a -20 °C: NO “; Resto
de condiciones: St ¥

Simbolos y acrénimos: b,: ordenada en el origen. b;: pendiente. C: concentracién preparada. ¢:
concentracién encontrada. E.: error relativo. QC: control. R: réplica. R?: coeficiente de
determinacion. RSD: desviacidn esténdar relativa. ULOQ: limite de cuantificacidn superior.
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V.4.3.- Monitorizacion de CEF y TAZ en un paciente critico sometido a RRT
hospitalizado en la UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Analisis farmacocinético no compartimental

Tal y como se ha comentado en el apartado II1.3.4, es importante destacar
que se realizaron actividades (verificacidon y control) para el aseguramiento interno

de la calidad de los resultados obtenidos para muestras reales.

Tal y como se indica en el apartado V.3.3.1, para la monitorizacion de CEF y
TAZ en el paciente critico estudiado se extrajeron muestras de sangre arterial y
venosa con anterioridad y posterioridad a la RRT, respectivamente. Estas muestras
se obtuvieron inmediatamente antes de la administracion de la siguiente dosis de
Zerbaxa®, es decir, a las 0.0 h (tiempo equivalente a la Cmin) y a las 1.5, 2.0, 2.5,
3.0, 5.0, 7.0 y 8.0 h tras la administracién de la dosis. Para determinar las
concentraciones plasmaticas de CEF y TAZ se aplicé el método cromatografico
desarrollado y validado descrito en este capitulo. No se pudieron realizar réplicas

debido al escaso volumen de muestra extraido de este paciente.

En la Figura V.6 se muestran a modo de ejemplo los cromatogramas obtenidos
de la muestra at = 0.0 h (Cmin) para el paciente bajo tratamiento con Zerbaxa® junto

con sus correspondientes controles obtenidos en la misma sesién de trabajo.

0.09 -
0.07 -

0.05 -

Absorbancia (UA)

0.03 -

0.01 +

-0.01

Tiempo (min)

Figura V.6.- Cromatogramas correspondientes a la determinacion de CEF y TAZ en los
controles (1) QC bajo (5 mg L't de CEF, 50 mg L' de PI (CEFE) y 2.5 mg L't de TAZ), (2) QC
alto (80 mg L de CEF, 50 mg Lt de PI (CEFE) y 40 mg L de TAZ) y (3) de sangre arterial
extraida inmediatamente antes a la siguiente dosis de Zerbaxa® (tiempo equivalente a la Cmin)
del paciente critico en estudio (CEF: Cmin = 41.9 mg L, TAZ: Cmin = 10.6 mg L, ver Tabla
V.15). El tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones cromatograficas se
indican en los apartados V.3.3.2 y V.3.3.3, respectivamente.
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En la Tabla V.11 se muestra, para cada tiempo de muestreo, los valores de
concentracién plasmatica estimados para CEF y TAZ, tanto para sangre arterial como
venosa.

Tabla V.11.- Concentraciones plasmaticas arteriales y venosas de CEF y TAZ para cada punto
de muestreo obtenidas para el paciente critico monitorizado sometido a RRT.

C, mglLt?
Tiempo d((i1 ;nuestreo CEF TAZ
Arterial Venosa Arterial Venosa
0.0 41.9 20.7 10.6 5.8
1.5 89.1 45.2 28.3 12.2
2.0 80.3 38.4 21.6 10.3
2.5 77.1 36.1 19.0 9.0
3.0 73.8 34.7 16.3 8.2
5.0 66.6 30.6 14.2 7.4
7.0 60.2 28.7 12.7 6.0
8.0 55.8 25.8 11.4 5.1

Para CEF y TAZ se realizé un analisis farmacocinético no compartimental a
partir de las concentraciones mostradas en la Tabla V.11 (ver apartado III.3.5 vy
II1.4). Los valores de Cmax Y Cmin Se estimaron directamente del perfil concentraciéon
plasmatica-tiempo (ver Figura V.7). Los valores de AUC, Cl, semivida plasmatica de
eliminacién y V4 (ver Tabla V.12) se estimaron utilizando los criterios descritos en el
apartado III.4.
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o 207 _7 S<o

s e e - - -
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0 T T T T T T T T )
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tiempo (horas)
Figura V.7.- Perfiles concentracion plasmatica-tiempo, en el paciente critico sometido a RRT,

obtenidos tras el analisis farmacocinético no compartimental de CEF: (—) arterial, (—) venoso,
y TAZ: (==) arterial, (--) venoso. Tiempo de muestreo: 0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 5.0, 7.0 y 8.0 h.
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Tabla V.12.- Pardmetros farmacocinéticos obtenidos tras el analisis farmacocinético no
compartimental de CEF y TAZ en el paciente critico sometido a RRT.

Parametro
farmacocinético

Arterial Venosa Arterial Venosa

AUC (mg h/L)
Va (L)
Cl (L h'?)
Cmax (mg L1)
Cmin (mg L)

Semivida plasmatica (h)

Como se puede observar en la Figura V.7, existe una diferencia significativa
entre las concentraciones de CEF y TAZ en sangre arterial frente a las obtenidas en
sangre venosa, a causa de una notable pérdida de ambos farmacos durante el
proceso de RRT. Esta pérdida es debida a que ambos farmacos presentan una tasa
de unién a proteinas plasmaticas baja y al tener un tamafio molecular relativamente
pequefio, la fraccién libre no unida a estas proteinas se elimina durante la RRT. Los
valores del porcentaje medio de farmaco no eliminado durante la RRT, calculado a
partir del cociente entre las concentraciones de farmaco estimadas en sangre venosa
y arterial, fueron de 49.3 £ 1.8 % y 41 £ 5 % para CEF y TAZ, respectivamente.
Estos valores dependen de las caracteristicas de la RRT empleada como son el flujo
de sangre, la velocidad de ultrafiltrado o el tipo de hemofiltro empleado, entre otras
variables. No obstante, a pesar de las perdidas observadas para ambos farmacos
durante la RRT, las concentraciones plasmaticas de CEF, considerado el principio

activo bactericida, permanecieron en valores significativos.

Aunque la finalidad de la monitorizacién de CEF y TAZ en esta Tesis Doctoral
ha sido la realizacion de un analisis farmacocinético no compartimental, sin entrar a
valorar al detalle aspectos sobre exposicidon, se ha considerado clinicamente
relevante realizar el siguiente inciso. Dado que CEF es considerado un antibidtico con
actividad tiempo dependiente, se puede inferir el impacto clinico de la RRT sobre la
potencial efectividad de este farmaco. Puesto que CEF esta indicado para infecciones
intraabdominales complicadas, es frecuente no disponer del aislamiento del agente
causal del proceso infeccioso ni de sus valores de CMI. Sin embargo, la practica
totalidad de los microorganismos tipicamente involucrados en este tipo de infecciones
presentan valores de CMI inferiores a 8 mg L' yv 4 mg L! para CEF y TAZ,
respectivamente [258, 339]. Por este motivo, teniendo en cuenta que la

concentracién de CEF a lo largo de todo el intervalo de dosificacién ha resultado
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superior a 8 mg L' (ver Tabla V.11), la dosis administrada podria considerarse
adecuada. Sin embargo, aunque CEF y TAZ presentan una farmacocinética lineal y
dosis menores basadas en 1 g de CEF podrian ser suficientes para mantener
concentraciones de este farmaco por encima de 8 mg L%, no ocurriria lo mismo con
la dosis asociada de 0.5 g correspondiente a TAZ, cuya estimacién revelaria
concentraciones del mismo inferiores a 4 mg L' tanto en sangre arterial como

venosa, consideradas potencialmente subterapéuticas.

Por todo lo expuesto, y teniendo en cuenta que el empleo de RRT durante el
tratamiento con Zerbaxa® se ha asociado con un fracaso terapéutico a dosis de 1/0.5
g de CEF/TAZ [340-342], la dosificacion empleada en este capitulo de la Tesis
Doctoral (ver apartado V.3.3.1) se presenta como pauta alternativa a valorar. En una
revisidon sistematica de trabajos de investigacion recientemente publicada se ha
evidenciado la necesidad de aumentar la dosis de algunos antibiéticos en muchos de
los pacientes criticos sometidos a RRT [343]. A pesar de esto, todavia no hay
suficiente informacion sobre el perfil farmacocinético de estos antibidticos, por lo que
todavia no se han podido establecer guias con pautas de prescripcion para estos
tratamientos en estas situaciones concretas. Por este motivo, el impacto de las RRT
sobre la dosis de Zerbaxa® deberia de estudiarse con mayor profundidad en futuros
trabajos de investigacion, tomando los resultados obtenidos en estudios preliminares,

como los obtenidos en este capitulo de la Tesis Doctoral, como punto de partida.
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V.5.- Conclusiones

De los resultados obtenidos de este capitulo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El tratamiento de las muestras de plasma propuesto para la determinacién
cromatografica simultanea de CEF y TAZ que consiste en la precipitacién de las
proteinas con ACN/acido féormico (99.9:0.1, v/v), seguida de LLE con CH2Clz en
una relacién sobrenadante/extractante de 1:4 (v/v) en presencia de CEFE como
PI proporciona valores de recuperacion satisfactorios (> 90%) en tiempos
adecuados (10 min) para su implementacion en andlisis de rutina de un

laboratorio hospitalario.

»= Las condiciones cromatograficas (fase mévil: tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0) con
8 % (v/v) de ACN; fase estacionaria: C18; deteccién UV-Vis: 260 nm para CEF y
PI (CEFE), y 220 nm para TAZ; flujo: 1 mL min?) propuestas para CEF y TAZ
proporcionan una separacion satisfactoria de los interferentes presentes en la
muestra, con tiempos de retencion adecuados (< 9 min) para su implementacion

en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

* La validacién completa (LLOQ, aceptabilidad de la curva de calibrado, exactitud,
precision, selectividad, integridad de dilucion, efecto memoria, estabilidad del
analito a corto y a largo plazo en las condiciones de almacenamiento y en el
inyector automatico) del método cromatografico desarrollado para Ila
determinacion simultanea de CEF y TAZ en muestras de plasma de pacientes
criticos es conforme a los criterios de aceptacion de la EMA; por tanto, es
adecuado para su implementacion en el laboratorio de la Unidad de
Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia para la

monitorizaciéon de CEF y TAZ en pacientes criticos.

= La aplicacion del método desarrollado a la monitorizacion de CEF y TAZ en plasma
de un paciente critico ingresado en la UCI del Hospital Clinico Universitario de
Valencia bajo tratamiento con una dosis doble a la convencional de Zerbaxa® se
empleé para investigar la influencia de la RRT sobre sus parametros
farmacocinéticos (estimados mediante analisis  farmacocinético no
compartimental). Este estudio ha evidenciado una notable pérdida de farmaco
(49.3 £ 1.8 % para CEF y 41 £ 5 % para TAZ) durante la RRT. A pesar de que
estas pérdidas no se consideran clinicamente relevantes con la dosis empleada
en este estudio, la dosis convencional de Zerbaxa® (CEF/TAZ) establecida en la
ficha técnica podria llegar a ser insuficiente para TAZ, por lo que la dosificacion
propuesta en esta Tesis se presentaria como pauta de dosificacién alternativa a

valorar en estas situaciones.
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Antibacterianos III: amikacina

VI.1.- Introduccion
VI.1.1.- Interés clinico de los antibidticos aminoglucésidos

Los antibiéticos aminoglucésidos (AGs) se emplean para el tratamiento de
infecciones causadas por bacterias aerobias gramnegativas y algunas grampositivas
[344].

El primer antibiético AG identificado fue la estreptomicina en 1944, obtenida
a partir de Streptomyces griseus durante la busqueda de compuestos, estables y
solubles en agua, que presentaran actividad antibimicrobiana frente a las bacterias
gramnegativas. En 1957, se aislé la kanamicina, obtenida a partir de Streptomyces
kanamyceticus; antibiotico activo frente a bacterias que habian generado resistencias
frente a la estreptomicina. Posteriormente, las bacterias resistentes a la accion

antibidtica de la kanamicina fueron aisladas y el mecanismo de resistencia resuelto.

La comprension de dicho mecanismo permitié el desarrollo de mas de 150
antibidticos AGs semisintéticos [345], con el objetivo de mejorar la actividad
antimicrobiana y reducir los efectos toxicos, muy presentes en sus precursores [346].
Entre los AGs semisintéticos se encuentra la AMK, que presenta menos puntos
susceptibles de ser atacados por las enzimas bacterianas y, por tanto, menor
resistencia y mayor accion bactericida. En la actualidad, la AMK es el AG de primera

eleccion para el tratamiento de infecciones graves [344].

El mecanismo de accién de la AMK se relaciona con su capacidad de penetrar
en la bacteria y unirse a las subunidades 30S y 50S de los ribosomas lo que inhibe
la sintesis proteica. También induce falsas lecturas del cédigo genético con la
produccion de proteinas no funcionales, que provoca la incorporacion de aminoacidos
en una secuencia equivocada de la cadena polipeptidica [345]. La AMK ha

demostrado ser activa frente a muchas cepas de microorganismos (ver Tabla VI.1).

Tabla VI.1.- Espectro de actividad antibacteriano de AMK [344].

Bacterias gramnegativas Bacterias grampositivas

= Escherichia coli y Citrobacter freundii. Diferentes | = Diferentes especies del género
especies de los géneros Pseudomonas spp., Proteus Staphylococcus spp. productores
spp. (Indol positivo e indol negativo), Providencia y no productores de penicilinasa
spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia (incluyendo a aquellas cepas
spp. y Acinetobacter spp (Mima-Herellea). resistentes a meticilina).
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Los antibidticos AGs presentan una estructura quimica compuesta por un
anillo aminociclitol al cual se unen dos o mas aminoazlcares mediante enlaces
glucosidicos. Los diferentes aminoazucares presentes en la estructura proporcionan

las diferencias en su actividad, farmacocinética y toxicidad.

En la Tabla VI.2 se muestra la estructura y algunas propiedades fisicoquimicas
de la AMK. Como se puede observar, de modo analogo a otros AGs, es un compuesto
muy hidréfilo (logP = -8.7) debido a la cantidad de grupos funcionales amino e
hidroxilo que presenta su estructura quimica. Los valores de pKa de los acidos
conjugados de los cuatro grupos amino primarios estaén comprendidos entre 8.3 y
9.8.

Tabla VI.2.- NUmero registrado en el CAS, estructura quimica, logP, pKa y Mr de AMK.

Compuesto

Estructura logP? pKa 2t M:

(N° CAS)

8.3
AMK 0 8.8
-8. 585.6
(37517-28-5) 8.6 9.2 8
9.8

H,N

@ Valores estimados con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos
ChemSpider (http://www.chemspider.com). ° Valores correspondientes al acido conjugado de
los grupos amino.

La eficacia de los antibidticos AGs, y en concreto de la AMK, depende
fundamentalmente de dos factores: la actividad bactericida concentracion
dependiente y el efecto postantibidtico [347]. El efecto postantibidtico se define como
la inhibicidon que se produce del crecimiento bacteriano un tiempo después de que la

concentracion del fdrmaco se encuentre por debajo de la CMI.
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En cuanto a la farmacocinética de la AMK, este AG se distribuye
principalmente en fluidos extracelulares como plasma, liquido sinovial, peritoneal,
pleural, ascitico, pericardico, y mas lentamente en bilis, heces, préstata y liquido
amnidtico, asi como a tejidos altamente perfundidos como rifidn, higado y pulmones
[347]. Por otro lado, el farmaco no se une de manera significativa a las proteinas
plasmaticas (< 11 %). Su V4 en el organismo depende del grupo poblacional,
pudiendo oscilar entre valores de 0.30 + 0.13 L kg, en pacientes adultos vy
geriatricos, y 0.45 + 0.10 L kg! en pacientes neonatos [348]. Estos valores pueden
aumentar en casos de insuficiencia cardiaca congestiva, peritonitis, ascitis, fibrosis

guistica, o pacientes quemados (fase inicial).

La AMK se elimina por filtracién glomerular, y al igual que el Vq, el Cl renal del
compuesto en el organismo depende del grupo poblacional, pudiendo oscilar entre
valores de 0.08 + 0.03 L h'tkg™, en pacientes adultos, y 0.05+0.01 L h"*kg en

pacientes neonatos [348].

La dosificacion de AMK, en adultos, es 15 mg kg dia™, pudiéndose aumentar
a 22.5 mg kgtdia?, en infecciones graves. La administracion puede realizarse en
perfusidén intravenosa intermitente cada 8-12 h (dosis multiples diarias - DMD) o
como dosis Unica diaria cada 24 h (dosis Unica diaria o dosificacion con ampliacion
del intervalo de administracion - DAI) [347]. La DAI se fundamenta en la
proporcionalidad existente entre la concentracién sérica maxima de AMK y su
capacidad bactericida y efecto postantibidtico. La dosificacion se puede realizar a
partir de nomogramas (Sarubbi-Hull, Sanford o Hartford) o de forma individualizada
mediante la monitorizacion de las concentraciones séricas del farmaco y el calculo de

sus parametros farmacocinéticos (constante de eliminacién, Cl renal, Vg, ...).

La AMK, como los antibidticos AGs en general, presenta un intervalo
terapéutico estrecho debido a su toxicidad. Un nivel elevado del compuesto en plasma
0 un tratamiento prolongado puede generar problemas importantes de nefrotoxicidad
y ototoxicidad [346, 349-351].

La nefrotoxicidad de los antibidticos AGs se debe a su acumulacién en los
complejos lisosomales de las células epiteliales del tubulo proximal renal dando lugar
a la ruptura y la consecuente muerte celular [351]. Como consecuencia, el sistema
renina-angiotensina local se activa dando lugar a una vasoconstriccion y a un
decrecimiento en la tasa de filtrado glomerular, también llamado “feed-back
tubuloglomerular” [351]. La reduccion en la tasa de filtracion glomerular junto con el
aumento de los niveles de creatinina en plasma son indicadores inequivocos de tal

nefrotoxicidad. Niveles altos de creatinina en sangre pueden servir para realizar una
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deteccidn precoz del efecto toxico que esta generando el farmaco sobre el rifidon antes

de que los primeros sintomas sean evidentes.

La ototoxicidad se manifiesta como toxicidad auditiva coclear y vestibular,
aunque no necesariamente se presentan simultaneamente. El mecanismo es similar
al de nefrotoxicidad, pero en este caso el dafno se produce en las células sensoriales
de la céclea y del laberinto del oido interno [352]. La frecuencia en la aparicién de
sintomas clinicos de ototoxicidad es mucho menor que en la de nefrotoxicidad. Sin
embargo, no existe un indicador precoz de ototoxicidad relacionado con la
administracién de AGs. Por ello, la determinacién de las concentraciones séricas de
AMK se puede utilizar como un indicador subrogado de potencial ototoxicidad. La
ototoxicidad de los diferentes antibiéticos AGs ha sido estudiada y demostrada en un
trabajo sobre el tratamiento de la enfermedad de Meniere en donde estos farmacos

eran administrados intratimpanicamente [353].

Otra diferencia importante entre la nefrotoxicidad y ototoxicidad causada por
los antibidticos AGs, y en concreto de la AMK, es que la primera genera dafios que,
tras un periodo de descanso de 3 a 6 semanas, pueden ser reversibles mediante la
regeneracion del tejido dafiado, volviéndose a una funcién renal normal. Por el
contrario, la ototoxicidad provoca dafos irreversibles en los tejidos del paciente
tratado [354].

Asi pues, debido al estrecho margen terapéutico de los antibidticos AGs, es
necesaria la monitorizacion de las concentraciones plasmaticas en aquellos pacientes
gue se encuentran bajo tratamiento farmacoldgico con este tipo de farmacos. Asi, se
realizan controles periddicos para determinar las concentraciones de farmaco en
plasma para realizar el consiguiente estudio farmacocinético y valorar el reajuste

posoldgico en caso de que sea necesario.

Los valores de las concentraciones plasmaticas para un tratamiento con AGs
efectivo (concentraciones objetivo) dependen del tipo de infeccion y de la forma de
dosificacion. De esta manera se pueden encontrar diversas situaciones como las

descritas en la Tabla VI.3, para el caso concreto de la AMK.
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Tabla VI.3.- Concentraciones plasmaticas objetivo segln tipo de infeccion y forma de
dosificacion de la AMK [348].

Gravedad de Cmax (Mg L1)3 Cmin(mglL?t)P

Tipo de infeccidn

la infeccién DMD DAI DMD DAI

= Neumonia por gramnegativos

. 25-30 50-60 4- <1
= Choque séptico 8

Graves

* Intraabdominal
= Pélvica
Moderadas = Osteomielitis 20-25 40-50 1-4 -
= Pielonefritis
= Heridas

@ Cmax: concentracion de farmaco obtenida 30 min después de acabada la perfusion (1 h desde
el inicio de la perfusion). ® Cmin: concentracion obtenida en los 15 min previos a la
administracion de la siguiente dosis.

En el caso concreto de pacientes bajo tratamiento con AMK, es de suma
importancia la monitorizacion de aquellos que sufran alteraciones en el V4 (por
ejemplo, quemados, patologias de fibrosis quistica y ascitis, con sobrecarga de
fluidos, pacientes bajo dialisis, etc.) o alteraciones en la eliminacién (con Cl renal
reducido, ancianos, neonatos prematuros, tratados simultdneamente con otros

farmacos nefrotéxicos o cuyo tratamiento excede los 10 dias) [347].

VI.1.2.- Determinaciéon de amikacina en muestras de plasma

Se han desarrollado metodologias analiticas para la determinaciéon de
diferentes AGs en diversas matrices, principalmente en muestras de plasma humano,
por su mayor interés clinico, pero también en muestras de suero, orina, tejidos y
preparados farmacéuticos [130, 355-357]. Puesto que estos compuestos también
tienen uso veterinario, existen publicaciones referentes a su determinacién en plasma
y tejidos (higado y riflones) animales [358], en piensos y alimentos de origen animal
[359-362]. Adicionalmente, en la actualidad suscitan interés como contaminantes
emergentes, asi se han determinado en muestras de aguas residuales y de rios, lodos
y suelos [359, 363-365].

En lo que respecta a los métodos analiticos desarrollados para la
determinacion de AGs, en la bibliografia se han descrito metodologias basadas en
ensayos inmunologicos (ver apartado 1.8.1) [124, 366-370]. Entre éstas, las
metodologias mas utilizadas son las que emplean FPIA. Existen analizadores
automaticos disponibles comercialmente basados en FPIA que permiten la realizacién
de un andlisis en un tiempo relativamente corto (15-20 min). Tal y como se ha

comentado en el apartado 1.8.1, su mayor inconveniente, desde un punto de vista
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practico en el ambito asistencial, es el elevado coste econdmico de los reactivos
patentados que suministra el fabricante del equipo. FPIA ha sido posiblemente la
técnica mas utilizada en los laboratorios clinicos para la determinacion de
determinados AGs, entre ellos de la AMK. Sin embargo, el coste global de cada
analisis de muestra, fundamentalmente debido a los patrones de calibracién y
control, se puede estimar en torno a 20 €, lo que motiva a su sustitucién por técnicas

mas econdmicas o menos fabricante-dependientes.

La mayoria de métodos analiticos desarrollados para la determinacion de AGs
se basan en el empleo de técnicas de separacion [130], principalmente HPLC, pero
también se han descrito metodologias que emplean GC y CE. Ademas de un articulo
de revisién general sobre la determinacion de AGs [124], existen en la bibliografia
otros articulos de revisidn mas especificos dedicados a la determinacion de AGs en
fluidos biolégicos y/o preparados farmacéuticos mediante HPLC y GC [130, 355,
371], en diferentes tipos de muestras mediante CE [372] y en alimentos con

diferentes técnicas [359].

Tal y como se ha comentado en el apartado 1.8.2, HPLC (debido a su alta
selectividad y sensibilidad; asi como a su amplio campo de aplicacion) es la técnica
mas empleada en el ambito de la farmacocinética [131], asi como en estudios de
estabilidad de farmacos. Los articulos de revisién comentados anteriormente [124,
130, 355, 371], recogen las metodologias desarrolladas para la determinacion de
AGs mediante HPLC. En la Tabla I.4 se muestra una actualizacién de estos articulos
en la que se resumen las caracteristicas mas significativas de algunos de los métodos

desarrollados para determinar AMK en plasma.

Como se ha comentado anteriormente, los AGs son compuestos muy
hidrofilos, en disoluciones acuosas los grupos amino presentes en su estructura estan
usualmente protonados y, ademas, no poseen grupos croméforos. Por ello, para
mejorar tanto la separacién como la deteccidn, los antibiéticos AGs suelen someterse

a un proceso de derivatizacion previo o posterior a la separacién cromatografica.

La mayoria de metodologias cromatograficas descritas en la bibliografia para
la determinacién de AGs emplean RPLC, usualmente con fases estacionarias C18 y
fases moéviles hidroorganicas con MeOH o ACN como modificador organico, o
alternativamente fases modviles hidroorganicas que contienen agentes para la
formacion de pares idnicos, tales como alquilsulfonatos o acidos carboxilicos (p.ej.,
acido heptafluorobutirico (HFBA) y acido heptafluoropentandico (HFPA)), [124, 130,
183, 187-189, 355].

En lo que respecta a la deteccién, como se observa en la Tabla 1.4, uno de los

detectores mas utilizados en HPLC para la determinacion de la AMK, y de los AGs en
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general, es el de FLD, por su elevada selectividad y sensibilidad [181-182, 189]. Este
tipo de deteccion, asi como la deteccion espectrofotométrica UV-Vis [186, 190],
requiere de una etapa de derivatizacién pre- o post-columna de los AGs. La deteccién
MS es una alternativa que evita la necesidad de derivatizacién [180, 183-184, 187-
188]. Ademas, tal y como se ha comentado en el apartado 1.8.2, las principales
ventajas de la MS son los bajos LLOQs que permite alcanzar y la elevada
selectividad/especificidad. Sin embargo, debido su elevado coste no siempre estan al

alcance de un laboratorio de rutina o de control de un centro hospitalario.

En relacién al proceso de derivatizacién para la deteccién FLD y UV-Vis, los
AGs presentan multiples grupos amino primarios facilmente derivatizables. Ademas,
pueden emplearse otros grupos funcionales como los grupos hidroxilo o los grupos
amino secundarios. El reactivo derivatizante mas empleado para la deteccién de AGs
es el OPA que, en medio basico y en presencia de un agente reductor fuerte,
histéricamente 2-mercaptoetanol, reacciona con los grupos amino primarios para dar
lugar a derivados fluorescentes, si bien muy inestables [356, 358, 362, 373-374].
Otros agentes derivatizantes que se han empleado son el 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno
que presenta serias limitaciones por las diferencias de solubilidades entre el reactivo
(soluble en disolventes apolares) y los AGs (solubles en disolventes polares) [375-
376]. También se ha empleado el cloruro de 9-fluorenilmetil cloroformato (FMC) pero
presenta la limitaciéon de la formacién de otros productos de reaccion que pueden
interferir en el analisis cromatografico posterior [130, 181, 189]. En la bibliografia
también se han utilizado ocasionalmente otros agentes derivatizantes, como, por
ejemplo, el 7-fluoro-4-nitrobenz-2-oxo-1,3-diazol (FNBD) [182], el acido 2,4,6-
trinitrobencenosulfénico [377-378], el cloruro de naftilo [379], el naftil isotiocianato
(NITC) [186] y el reactivo de Hantzsch (mezcla acetilacetona, formaldehido y tampdn
acético/acetato de pH = 5) [190, 380], entre otros [364, 381].

Finalmente, como se puede observar en la Tabla 1.4, la precipitacién de las
proteinas plasmaticas es el tratamiento de la muestra previo al andlisis
cromatografico mas utilizado en la mayoria de métodos para la determinacion de
AMK, asi como de otros AGs, en plasma. El reactivo precipitante mas utilizado es ACN
[180-182, 186, 189], aunque también mezclas de EtOH y Na>COs [185] y acidos,
como por ejemplo, HFBA [183] vy tricloroacético (TCA) [187-188]. También se han
desarrollado procedimientos que emplean SPE. Asi, se han utilizado cartuchos con
rellenos de silice, C18, resinas de intercambio catidnico y mezclas de fases C18 y de
intercambio catiénico [130, 184, 361, 364]. La LLE de AGs se ha utilizado muy poco
debido a la insolubilidad de estos compuestos en disolventes organicos apolares (la
extraccidn suele realizarse tras la derivatizacion de los AGs) y la incompatibilidad de

estos disolventes con las fases maviles cromatograficas empleadas [355].
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VI.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis
Doctoral, se pretende desarrollar un método HPLC ajustado a propdsito para la
determinacion de AMK en plasma y el control posoldégico de pacientes, que pueda
sustituir ventajosamente al FPIA, utilizado en el Hospital Clinico Universitario de
Valencia. Este objetivo general puede desglosarse en los siguientes objetivos

concretos:

= Mejora de las prestaciones de los métodos cromatograficos tradicionalmente
empleados para la derivatizacion pre-columna del analito, que permita la
posterior determinacion del derivado mediante un detector FLD (necesario para
alcanzar los niveles de concentracion requeridos y mejorar la selectividad debido
a la complejidad de las muestras de plasma). Para la consecucidn de este objetivo,
el agente elegido es el OPA, y como agente reductor, se propone N-acetil-L-
cisteina (NAC), no empleada hasta nuestro conocimiento para esta
determinacion. Las variables a optimizar en la reaccién de derivatizacion son el
pH, la temperatura, la concentracion de los reactivos derivatizantes, OPA y NAC

y el tiempo de reaccion.

» Seleccion de las condiciones cromatograficas adecuadas para llevar la
determinacion. Para la consecucion de este objetivo la modalidad cromatografica
seleccionada es RPLC, con columnas convencionales C18 y ACN como modificador
organico (condiciones mas utilizadas en la bibliografia, aunque para otros
derivados de AMK). La fase modvil seleccionada debe proporcionar tiempos de
analisis cortos para la implementaciéon del método en la Unidad de

Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

= Validacion preliminar ajustada a propodsito de las caracteristicas analiticas mas
relevantes (linealidad de los calibrados, exactitud y precisién) y estimacién de
otros estadisticos de calidad necesarios para evaluar las prestaciones del método

y para anticipar una eventual acreditacion del mismo.

= Comparacion del método candidato propuesto frente al FPIA, mediante el analisis,
durante varias sesiones, de muestras de pacientes conservadas, previamente

analizadas por FPIA.
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VI.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacion de las fases moviles y de las disoluciones del reactivo
derivatizante los procedimientos seguidos para el acondicionamiento del sistema
cromatografico, asi como, los programas informaticos empleados en este capitulo se
muestran en el Capitulo III. A continuacion, se muestran los detalles no descritos en

dicho capitulo.

Las experiencias del presente capitulo se llevaron a cabo en el Departamento

de Quimica Analitica de la Universitat de Valéncia.

VI.3.1.- Disoluciones

Para la preparacién de las disoluciones de AMK se empled como disolucion
madre de AMK la especialidad farmacéutica que se muestra en la Tabla IV.4. La
disolucion de trabajo de AMK de 1000 mg L se prepard diariamente por dilucién de
la disolucion madre de AMK con agua ultrapura. Las disoluciones se almacenaron a 4
oC.

Tabla VI.4.- Especialidad farmacéutica, distribuidor comercial, concentracién de las
disoluciones de trabajo y de los controles para la validacion del método. LLOQ: limite de
cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacion superior.

Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L)

Amicacina Braun 10 mg/mL = Disolucién de trabajo: 1000 2

Observaciones: disolucidon (salina de|= Patrones de calibracion: 1 (LLOQ), 5, 10, 20,40y
cloruro sodico al 0.9 %) para perfusion | 60 (ULOQ)

Distribuidor: B. Braun Medical S.A.|= Controles para la validacion de la exactitud
(Barcelona, Espaiia) (veracidad) y precisién: 1.2 y 45

3 Preparacion diaria

Las disoluciones de los patrones de calibracidon en concentraciones iniciales de
AMK 1, 5, 10, 20, 40 y 60 mg L! se prepararon por dilucion de la disolucién de trabajo
de 1000 mg L' en plasma de sujetos sanos. De manera similar, se prepararon las

disoluciones de los controles en concentraciones iniciales de AMK de 1.2 y 45 mg L.
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VI.3.2.- Procedimientos

VI.3.2.1.- Condiciones cromatograficas empleadas para la determinacion de
AMK

El equipo cromatografico empleado fue el sistema de mddulos integrados de
Jasco. Se utilizé una columna Kromasil C18 (5 um, 150 x 4.6 id mm) y una disolucidn
tampodn fosfato 0.05 M (pH 7.5)/ACN, (80:20, v/v) como fase movil. La velocidad de
flujo fue de 1 mL min! y el volumen de inyeccién de 20 uL. La deteccion fluorimétrica
se efectud a una longitud de onda de excitacién de 337 nm y una longitud de onda

de emision de 439 nm.

VI.3.2.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (patrones de calibracion, controles, blancos vy
muestras) se sometieron al siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomd 1 mL de
disolucién de plasma (1 mL plasma de sujetos sanos sin aditivar con AMK en el caso
de las disoluciones blanco) y se precipitaron las proteinas plasmaticas por adicién de
1 mL de ACN frio. La mezcla resultante se agitd con un agitador vorticial durante 20
s y a continuacién, se centrifugdé a 4000 rpm durante 5 min. Tras ello, se tomd 1 mL
del sobrenadante y se le adicionaron 2 mL de la disolucién de reactivo derivatizante
(ver preparacién en el apartado III.2). La mezcla resultante se incubd en un bafio de
agua durante 5 min a 80 °C. Finalmente, se enfrié en un bafio de agua durante 1

min a temperatura ambiente.

VI.3.3.- Tratamiento de datos. Calculo de los estadisticos de calidad

Los estadisticos de calidad se estimaron con un enfoque armonizado [40] a
partir de los resultados obtenidos para los controles correspondientes a Nr = 2
réplicas realizadas durante Ns = 5 dias. El analisis de la varianza (ANOVA) de estos
datos, organizados en forma de matriz Xwnrns, permite la estimacion de la desviacidén
estandar de repetibilidad (sr), entre dias (srun), de precisidon intermedia (si) y de la

media (smean’) mediante las ecuaciones siguientes:

sy? = MS, (Ec. VI.1)
Srunz = (MSyyn — MS;) / Nr (Ec. VI.2)
5;% = Sy’ + 5,2 (Ec. VI.3)
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Smeanz = MSyyn / Nr (Ec. V1.4)

donde MS;y MS:u» son los valores del cuadrado medio residual y del cuadrado medio

entre dias, respectivamente, obtenidos a partir del ANOVA.

La desviacién estandar del proceso (S), para un eventual control de calidad
(grafico de control de Shewart), y la incertidumbre estandar (u), pueden estimarse

como:

5,2 s 2
S=u= j(smnz + Nrrs> + < ’”1;‘;” + uref2> (Ec. V1.5)

donde Nrs es el niumero de réplicas realizadas para la muestra en analisis de rutina

Y Urer €S la incertidumbre asociada al valor aceptado como verdadero.

Para obtener la incertidumbre expandida, U, basta aplicar el factor de

cobertura, k, por defecto igual a 2:
U=ku=2u (Ec. VI.6)

Para el empleo en rutina de este método se fijo un valor de Nrs = 1 réplica,
de acuerdo con los protocolos empleados en el Hospital Clinico Universitario de
Valencia (usando la metodologia FPIA). El término u,.f? se omitié de la Ec. VI.5 ya
que suele ser despreciable frente a las componentes de precision (en este caso
corresponderia a la incertidumbre del control, preparado por aditivacion de blanco de
muestra, implicando soélo incertidumbres de pesada y medida de volumenes,

generalmente despreciables).
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VI.4.- Resultados y discusion
VI1.4.1.- Estudios preliminares

VI.4.1.1.- Estudio espectrofotométrico del derivado OPA-NAC-AMK.
Influencia del pH sobre la estabilidad del derivado

Tal y como se ha comentado previamente en el apartado VI.1.2.2, la
derivatizacion de los AGs es necesaria para su deteccion UV-vis y es una etapa critica
en su determinacién. Se han utilizado diferentes reactivos derivatizantes y ninguno
de ellos esta exento de problemas. Asi, por ejemplo, el reactivo mas utilizado es OPA
en combinaciéon con 2-mercaptoetanol, si bien los derivados formados son muy
inestables. Como es bien conocido, la NAC se ha empleado en la derivatizacion pre-
y postcolumna de aminas primarias y aminoacidos [382]. Este tiol es un reactivo
sélido, econdmico, practicamente inodoro, que origina en menos de dos minutos
derivados estables y altamente fluorescentes. Por todo lo expuesto, en esta Tesis

Doctoral se evalud la posibilidad de utilizar NAC para la derivatizacion de AMK.

Se ha descrito que las condiciones 6ptimas de derivatizacion de aminoacidos
con OPA-NAC son valores de pH comprendidos entre 7.5 y 11 (generalmente se
trabaja a pH 9.5) y relaciones molares de OPA/aminoacido y NAC/aminoacido
mayores de 5 y 3, respectivamente [382]. Puesto que la AMK tiene cuatro grupos
amino primarios susceptibles de reaccionar con OPA-NAC, se ensayaron relaciones
molares OPA/NAC/AMK superiores a las empleadas para aminoacidos. Asi, en primer
lugar se prepararon seis disoluciones que contenian OPA, NAC y AMK en
concentraciones 1.2x1073, 1.2x103 y 3.4x10™ M, respectivamente (relaciones
molares OPA/NAC/AMK de 35/35/1) en acido boérico 0.1 M. Cada una de las

disoluciones se ajustd a los siguientes valores de pH: 6.5, 7.5, 8.5, 9.5, 10.5y 11.0.

A continuacion, se registraron los valores de absorbancia a 337 nm (maximo
de absorcion) frente a un blanco de reactivos exento de AMK con una frecuencia de
10 min durante 2.5 h. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura VI.1. Como
puede observarse, a todos los valores de pH se obtuvieron valores de absorbancia
bastante estables durante el periodo de tiempo estudiado, si bien los valores de
absorbancia fueron mayores para los valores de pH mas altos. Este hecho se observa
claramente en la Figura VI.2 en la que se muestra la representacion grafica de los
valores de absorbancia a 337 nm frente al pH de la disolucion a los 40 min tras su
preparacion. Como se puede observar, los valores de pH 6ptimos que favorecen la
formacion del derivado OPA-NAC-AMK estan comprendidos en torno a 9.5, valor de
pH habitual para la derivatizacién con OPA. Por tanto, se seleccioné un tampén

bérico-borato de pH 9.5 para posteriores estudios.

134



Antibacterianos III: amikacina

1.00 -

o
©
]

= 337 nm)
e o @9
] ] ©
© 7] (-]

o
N
w

Absorbancia (A
g
N
o

o
=)
e

0.60 T T T T T T T d
1] 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (min)

Figura VI.1.- Valores de absorbancia a A=337 nm del derivado OPA-NAC-AMK en funcion del
tiempo a diferentes valores de pH del reactivo derivatizante: (®) 6.5, (m) 7.5, (A) 8.5, (%)
9.5, () 10.5 y (®) 11.0. OPA 1.2x103 M, NAC 1.2x103 M y AMK 3.4x10> M (relaciones
molares OPA/NAC/AMK de 35/35/1).
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Figura VI.2.- Influencia del pH del reactivo derivatizante sobre la formacién del derivado.
Valores de absorbancia medidos a los 40 min tras preparar la mezcla de reaccion. OPA
1.2x10°3 M, NAC 1.2x103 My AMK 3.4x10°> M (relaciones molares OPA/NAC/AMK de 35/35/1).
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VI.4.1.2.- Influencia del cambio de pH a posteriori sobre la estabilidad del

derivado

Como se ha comentado previamente (apartado VI.1.2.2), en la mayoria de
publicaciones se ha empleado una columna Cis convencional para la determinacion
de AMK mediante HPLC, por lo que en el estudio cromatografico se utilizd este tipo
de fase estacionaria. Como es bien conocido, el intervalo de pH de trabajo de las
fases estacionarias de silice estd comprendido aproximadamente entre 3 y 9. Una
fase mévil de pH 7.5 ofrece un margen de seguridad suficiente para garantizar la

integridad con el tiempo de este tipo de columnas.

Por otro lado, a priori es de esperar que si reaccionan los cuatro grupos amino
primarios de la AMK con OPA-NAC, el derivado formado se encuentre en su forma
neutra en todo el intervalo de pH de trabajo de la fase estacionaria C18. En tal caso,
el pH de la fase movil no debe afectar a su retencién. No obstante, hay que tener en
cuenta que el objetivo de este capitulo es la determinacion de AMK en muestras de
plasma, matriz compleja que contiene aminoacidos enddgenos que pueden
reaccionar con OPA-NAC. El grupo carboxilo de los aminoacidos queda intacto en la
derivatizacion con OPA-NAC, por tanto, es de esperar que éstos sean muy poco
retenidos con una fase movil hidroorganica de pH 7.5, con lo cual eluiran al principio
del cromatograma y la posibilidad de que interfieran con el pico del derivado OPA-
NAC-AMK es menor.

Por todo lo expuesto, para la determinaciéon de AMK en muestras de plasma
se selecciond tampon fosfato a pH 7.5 para la preparacion de la fase mévil. Este pH
difiere significativamente del pH seleccionado para el reactivo derivatizante; ademas,
el derivado formado en la muestra tratada con OPA-NAC se diluird localmente en la
fase movil tras la inyeccidn. A fin de simular de manera aproximada el efecto que se
producird en el interior de la columna, se estudié la estabilidad del derivado OPA-

NAC-AMK tras un cambio de pH de 9.5 a 7.5 una vez formado el derivado.

Para ello, se prepararon dos disoluciones, con concentraciones de OPA, NAC
y AMK de 6.0x10%, 6.0x10“ y 1.7x10> M, respectivamente, (relaciones molares
OPA/NAC/AMK de 35/35/1) ambas en tampon boérico-borato 0.05 M a pH 9.5. Tras la
formacion del derivado, una de ellas se llevé a pH 7.5 con HCI 0.5 M. A continuacion,
se midid la absorbancia a 337 nm de las dos disoluciones, obteniéndose valores de
0.429 para la disolucién a pH 9.5 y 0.431 para la disoluciéon a pH 7.5. Puede pues
afirmarse que tras la formacion del derivado OPA-NAC-AMK, una modificacion del pH
a 7.5 no afecta a la estabilidad del derivado y, por tanto, es factible utilizar una fase

movil preparada a dicho pH.
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VI.4.1.3.- Estudio cromatografico. Composicion de la fase movil

Para alcanzar el LLOQ exigido al método (~ 1 mg L) y mejorar la selectividad,
se empled un detector FLD en la etapa cromatografica. Por ello, en primer lugar, se
registraron con un fluorimetro, los espectros de excitacion y emision de una
disolucién que contenia OPA y NAC, ambos en concentracién 3.0x103 M, y AMK en
concentraciéon 8.5x10> M (relaciones molares OPA/NAC/AMK de 35/35/1) preparada
en tampon bérico-borato 0.1 M a pH 9.5. Los espectros se obtuvieron frente a un
blanco de reactivos preparado en ausencia de AMK. Las longitudes de onda de los
maximos de excitacion y de emision fueron de 337 y 439 nm, respectivamente. Estos
valores son concordantes con los encontrados en la bibliografia para derivados de
AMK formados con OPA y otros agentes reductores, como, por ejemplo, 2-

mercaptoetanol [130].

A continuacién, se estudié el efecto de la composicién de la fase movil sobre
la retencidn del derivado OPA-NAC-AMK. Se prepararon diferentes fases méviles que
contenian tampdn fosfato 0.05 M a pH 7.5 y ACN en proporciones variables (del 5 al
30 % en volumen). En todos los casos se inyectaron disoluciones que contenian OPA
y NAC, ambos en concentraciéon 3.0x103 M y AMK en concentracién 8.5x107> M,

preparadas en tampdn boérico-borato 0.1 M (pH 9.5).

Se observé que pequefios cambios en la composicion de la fase movil
afectaban de manera muy significativa a la retencidon del derivado OPA-NAC-AMK.
Asi, con fases moviles ricas en ACN (25 y 30 %), el derivado de OPA-NAC-AMK eluyd
en el frente del cromatograma. Por el contrario, con concentraciones de ACN del 5y
15 %, no se observo ningun pico tras 90 min de cromatograma. Con concentraciones
de ACN intermedias (18 y 20 %) a las anteriores, se observaron 2 picos
cromatograficos. Los tr fueron 9.0 y 24.0 min para la fase movil que contenia un 18
% de ACN y 4.6 y 9.2 min para la fase mévil con un 20 % de ACN (Figura VI.3).

La aparicion de dos picos en el cromatograma sugiere la formacion de
derivados OPA-NAC-AMK de diferente estequiometria, y, por tanto, con diferentes tr.
Esta teoria fue sugerida anteriormente por Maitra y col. quienes observaron varios
picos en el cromatograma de AMK derivatizada con OPA y 2-mercaptoetanol como
agente reductor [366]. Por tanto, es necesario realizar una optimizacion de la
reaccion de derivatizacion (p.ej., composicidn del reactivo derivatizante y condiciones

de incubacién) para formar un uUnico derivado.

A fin de reducir el tiempo de analisis, a priori se seleccion6 para futuros
estudios la fase moévil que contiene tampdn fosfato 0.05 M (pH 7.5)/ACN (80:20,
v/Vv), sin descartar la necesidad de realizar reajustes de la composicion de la fase

movil debido a la complejidad de la matriz de muestras de plasma.
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Figura VI.3.- Cromatograma obtenido para el derivado OPA-NAC-AMK. Condiciones
cromatograficas: tampdn fosfato 0.05 M (pH 7.5)/ACN, (80:20, v/v), el resto de condiciones
cromatograficas se indican en el apartado VI.3.2.1. Disolucién inyectada: OPA 3.0x10% M, NAC
3.0x10% M, AMK 8.5 x 10> M preparada en tampdn bérico-borato 0.1 M (pH 9.5).

Por otro lado, al igual que en el Capitulo IV (apartado IV.1.2) se evaluod la
influencia de la naturaleza de los filtros de jeringa sobre la recuperacion del derivado
OPA-NAC-AMK, empleando para ello disoluciones acuosas. En todos los casos se
obtuvieron valores de recuperacion préximos al 100 %, por lo que se utilizaron
indistintamente filtros de Nylon® (0.45 um), PTFE y PVDF (ambos de 0.22 um).

VI.4.2.- Estudio cromatografico. Optimizacion de la reaccion de

derivatizacion

En la matriz plasma existen compuestos enddgenos con grupos amino
primarios (ej. aminoacidos) capaces de consumir parte del reactivo OPA-NAC, por
ello, se probaron relaciones molares OPA-NAC/AMK superiores a las empleadas en
los estudios preliminares. Se prepararon diferentes disoluciones de AMK en matriz
plasma, de manera analoga a como se describe en la preparacion de las disoluciones
patron de AMK (apartado VI.3.1), se sometieron al procedimiento secuencial descrito
en el apartado VI.3.2.2 y se inyectaron en el equipo de HPLC. Paralelamente, se
emplearon blancos de plasma para facilitar la identificacion de los picos de interés.
Cada una de las disoluciones de AMK en matriz plasma se inyectd repetidamente a

diferentes tiempos tras su preparacion.
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VI1.4.2.1.- Relaciones molares OPA-NAC/AMK

En primer lugar, se emplearon concentraciones de OPA y NAC 50 veces
superiores a la de AMK. Se localizaron dos picos correspondientes al derivado de AMK
(con los mismos tr, ~ 5y 9 min, que los observados en el apartado VI1.4.1.4 para las
disoluciones en medio acuoso). Como ya se ha comentado anteriormente, esta
observacién sugiere la formacion de derivados OPA-NAC-AMK con diferente

estequiometria.

En los cromatogramas correspondientes a las disoluciones del blanco de
plasma se observaron diferentes picos con areas considerables, lo que confirma la
presencia de compuestos enddgenos con grupos amino primarios que reaccionan con
OPA-NAC. No parece que exista problema de solapamiento con los picos
correspondientes al derivado OPA-NAC/AMK.

Para aumentar la disponibilidad de reactivo derivatizante, forzando asi la
reaccion completa de AMK, se repitié la experiencia anterior aumentando las
relaciones molares OPA-NAC/AMK a valores de 100 y 1000. En los cromatogramas
obtenidos para ambas disoluciones se observé un Unico pico para el derivado de AMK
(el de mayor tr, ~ 9 min), de area significativamente mayor a la del experimento
anterior. Este hecho apoya la hipotesis de la formacidn de un Unico derivado OPA-
NAC/AMK al aumentar la concentracion de reactivo derivatizante. Sin embargo, para
las dos relaciones molares OPA-NAC/AMK ensayadas se observdé una notable
disminucion del area de pico a medida que se procesaban las muestras llegando
incluso a desaparecer a las 2 h tras su preparacion, lo que indica que el derivado

formado es inestable.

En la bibliografia se ha descrito que el empleo de concentraciones elevadas
de OPA en la reaccién para la derivatizacion de aminoacidos podria causar una rapida
descomposiciéon del derivado formado [383]. Esto podria ser la causa de la
disminucion de las areas de pico con el tiempo, sélo observada para las relaciones

molares OPA-NAC/AMK mas elevadas de las estudiadas.

Por otro lado, también se ha descrito que altas concentraciones de tiol
producen una disminucion de las cinéticas tanto de formacion como de degradacién
del derivado de aminoacido formado [382-383]. Por tanto, se investigd la posibilidad

de trabajar con relaciones molares NAC/AMK superiores a 100.
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VI.4.2.2.- Relaciones molares NAC/AMK

Para estudiar el efecto de la concentracién de NAC sobre la estabilidad del
derivado de AMK formado, se utilizaron dos disoluciones de plasma aditivadas con
AMK con relaciones molares NAC/AMK de 500 y 1000. La relacion OPA/AMK se
mantuvo en 100. Cada una de las disoluciones preparadas se inyecté a diferentes
tiempos después de su preparacién. En los cromatogramas obtenidos so6lo se observé
un pico para el derivado OPA-NAC/AMK. En la Figura VI.4 se muestran los resultados

obtenidos.
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Figura VI.4.- Influencia de la concentracion de NAC en la estabilidad del derivado OPA-NAC-
AMK. Relaciones molares NAC/AMK: (@) 500 y (#) 1000. Relacién molar OPA/AMK de 100.

Como se observa en la Figura VI.4, el empleo de relaciones molares de
NAC/AMK elevadas provoca una disminucién en la cinética de degradacion y, por
tanto, una estabilidad mayor del derivado formado. Ademads, se observa una
disminucidn en la cinética de formacién. Estos efectos son mas acusados cuanto
mayor es el exceso de NAC. Estas observaciones estdn en concordancia con las

observadas para derivados de aminoacidos [41, 42 del TFM].

A pesar de que hay que esperar un tiempo excesivamente largo para alcanzar
la sefal maxima (formacién completa del derivado), en futuros estudios se utilizd
una relacion molar NAC/AMK de 1000 que presenta una cinética de degradacion

menor.
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VI.4.2.3.- Condiciones de incubacion

Con el fin de disminuir el tiempo de derivatizacién, se estudié el efecto de la
temperatura y del tiempo de incubaciéon sobre las cinéticas tanto de formaciéon como

de degradacién del derivado.

Para ello, las disoluciones de plasma con relaciones molares OPA/AMK vy
NAC/AMK de 100 y 1000, respectivamente, (de acuerdo a los resultados obtenidos
en los apartados VI.4.2.1 y VI.4.2.2) se sometieron a diferentes condiciones de
incubacién (ver Figura VI.5). Tras la incubacidon, cada disolucién se inyectd
repetidamente en el sistema cromatografico durante varias horas. Como se puede
observar en la Figura VI.5, el tratamiento que implica la incubacién de la muestra a
80 °C durante 5 min proporciona los mejores resultados en términos de formacion
rapida del derivado y buena estabilidad (al menos 4 h) por lo que esta condicién fue

seleccionada para futuros estudios.
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Figura VI.5.- Efecto de las condiciones de incubacidon sobre las cinéticas de formacién y
degradacion del derivado OPA-NAC-AMK. Condiciones de incubacion: (@) temperatura
ambiente, (m) a 50 °C durante 10 min, (A) a 50 °C durante 20 min, (X) a 50 °C durante 30
min, (%) a 80 °C durante 5 min y (®) a 80 °C durante 20 min.
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VI.4.2.4.- Condiciones 6ptimas

Con los experimentos anteriores es posible definir las condiciones dptimas que
se deben a aplicar para la reaccion de derivatizacién de AMK con el reactivo OPA-
NAC que garantizan un periodo postderivatizacion suficientemente amplio para llevar
a cabo la separacion cromatografica. Ello resulta comodo desde el punto de vista de
la aplicacion rutinaria de la metodologia. En resumen, se trata del empleo de
relaciones molares OPA/AMK y NAC/AMK de 100 y 1000 respectivamente, seguido
de una fase de incubacién a 80 °C durante 5 min. Con el objetivo de detener o fijar
la reaccién, se decidid que, tras el periodo de calentamiento, las muestras se
enfriaran durante al menos un minuto en agua a temperatura ambiente, incluyendo

este paso en el protocolo.

A modo de ejemplo, en la Figura VI.6 se muestran algunos de los
cromatogramas obtenidos en estas condiciones. La Figura VI.6.A muestra el
correspondiente a un blanco de plasma al que no se le ha adicionado AMK (sin
aditivar), mientras que la Figura VI.6.B corresponde a un cromatograma de una
muestra de plasma aditivada con AMK a una concentracion de 60 mg L. El pico del
analito se obtiene a un tr en torno a los 10 min. También puede observarse la

aparicion de picos de otros compuestos enddgenos.

Dadas las caracteristicas de la determinacion, se decididé que los patrones de
calibracién se prepararan sobre blancos de plasma, mediante la adicion de AMK en
el intervalo 1-60 mg L. Asi, el cromatograma de la Figura VI.6.B marca la sefial

maxima esperable.
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Figura VI.6.- Cromatogramas correspondientes a: (A) un blanco de plasma sin aditivar.
(B) Un blanco de plasma aditivado con 60 mg L' de AMK. Relaciones molares OPA/NAC/AMK
100/1000/1 en la disolucion de medida. Ver condiciones cromatograficas en el apartado
VI.3.2.1. Con una flecha se identifica el pico correspondiente al derivado de AMK.
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VI1.4.3.- Validacion preliminar del método analitico para la determinacion de
AMK en muestras de plasma

A diferencia del resto de capitulos de esta Tesis Doctoral, no se plantea una
validacion completa de todas las caracteristicas analiticas conforme a los
requerimientos de la EMA. En el presente capitulo se han anticipado algunas
caracteristicas analiticas significativas, como la linealidad, exactitud (veracidad en el
contexto de las normas ISO) y precision en condiciones de repetibilidad (intradia) y
precision intermedia (interdia) para evaluar las prestaciones del método como posible
sustituto de FPIA y para anticipar una eventual acreditacién del método (ej. con el
estandar de acreditacion ISO 15189:2013, Laboratorios clinicos. Requisitos

particulares para la calidad y la competencia).

VI.4.3.1- Linealidad

Con el fin de evaluar la linealidad y la estabilidad del proceso de calibracion,
durante cinco sesiones de trabajo (cinco dias) se prepararon calibrados
independientes y se evalud la respuesta lineal entre la concentracion de AMK vy la
sefial analitica (area de pico). El intervalo de concentracidon estudiado en las muestras
de plasma aditivadas fue de 1.0-60.0 mg L! (niveles usuales en los que AMK se halla
en los pacientes tratados) que corresponde a 0.17-10.0 mg L en la disolucién de
inyeccién. En la Tabla VI.5 se muestran las ecuaciones de las rectas de calibrado

obtenidas para las cinco sesiones con sus respectivos valores de R?.

Tabla VI.5.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en cinco sesiones de trabajo. bo:
ordenada en el origen, bi: pendiente de la recta de calibrado, R?: coeficiente de determinacion.

Sesion { bo { b1 { R?
33507 405560 0.9990
2 -28846 410905 0.9997
3 -30544 393633 0.998
4 18417 419922 0.9990
5 10009 425788 0.9996

Como se observa en la Tabla VI.5, en todos los casos los valores de R? son
superiores a 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos
cromatograficos segun la norma ISO 17025:2017 (Requisitos generales para la
competencia de los laboratorios de prueba y calibracion). Se observa que hay
diferencias entre dias en las ordenadas y pendientes, lo que sugiere que la forma

correcta de trabajo es preparar calibrados en cada sesion e interpolar las sefiales de
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muestras (o controles) en la recta de la sesién correspondiente. Por otro lado, las
diferencias entre los valores obtenidos para las pendientes son inferiores al 10 %, lo
que se considera una indicacién de una estabilidad satisfactoria por algunos
laboratorios acreditados. El LLOQ practico, se fij6 en 1 mg L! para la muestra no

tratada que es equivalente a 0.17 mg L en la disolucién de inyeccién.

VI.4.3.2.- Estimacion de la exactitud y precisiéon

La exactitud (veracidad en el contexto de las normas ISO) y la precision se
evaluaron simultdneamente. Para ello, se prepararon diariamente, durante 5 dias,
dos réplicas independientes de controles sobre matriz plasma con concentraciones
de AMK de 1.20 mg L' y 45.0 mg L (que corresponden a 0.2-7.5 mg L'! en la
disolucién de inyeccién). Las senales analiticas se interpolaron en la recta de
calibrado correspondiente a la misma sesion de trabajo. La Tabla VI.6 muestra los

valores de concentracion estimados para cada uno de los controles procesados.

Tabla VI.6.- Resultados obtenidos para los controles. Ganancia de 10 en el detector. C:
concentracion preparada, C: concentracidon encontrada.

nc o €, mgL?
-1 Sesion T Z2wm—a | ame— e
(C, mglL™) Réplica 1 Réplica 2
1 0.98 1.03
_ 2 1.25 1.26
Qflb;)]o 3 1.43 1.41
4 1.07 1.21
5 0.98 1.05
1 43.50 45.60
2 46.75 44,91
QC alto
45.22 .
(45.0) 3 5 48.84
4 46.79 46.11
5 45.65 42.42

Tal y como se indica en el apartado VI.3.4, para la estimacion de los
estadisticos asociados a la veracidad y precision del método, los valores de
concentracion estimados se organizaron en una matriz de datos de dimensién 2 x 5
(réplicas x dia) y se procesaron mediante ANOVA. La Tabla VI.7 muestra los
estadisticos de calidad obtenidos. Tal y como puede observarse, los valores de E;
fueron inferiores al 2 %. Por otro lado, los valores de RSD, tanto en condiciones de
repetibilidad (RSDr) como de precision intermedia (RSDi) fueron inferiores al 15 %.

En esta tabla también se muestran los resultados del calculo de la incertidumbre en
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caso de que se den resultados con una Unica muestra procesada, asi como los limites
de control establecidos mediante la desviacidén estandar del proceso, en caso de que
se desee su empleo en los graficos de Shewart para el control de calidad interno de

los resultados obtenidos con el método analitico desarrollado [384].

Tabla VI.7.- Estimacion de la veracidad y precision intermedia [385].

Estadisticos Patron de Patron de
1.2mglL ! 45 mglL !

Media £ s 1.17 £ 0.16 456 £ 1.2
Veracidad
Er (%) -2.1 1.3
RSDr (%)
4.5 3.9
o, (Repetibilidad)
Precision RSDI (%)
i (%
L. ) 14. .
(Precision intermedia) > 3.9
Incertidumbre U (K = 2; 1 réplica) 0.4 4
Control de calidad S (proceso temporal) 0.19 1.9

VI1.4.3.3.- Estudio comparativo entre HPLC y FPIA

Para evaluar la verdadera aplicabilidad del método (ajuste a propdsito) se
decidid analizar con el método HPLC propuesto (candidato) 31 muestras de pacientes
bajo tratamiento con AMK cuya concentracién de analito habia sido previamente
determinada mediante FPIA (el método a sustituir). Para ello, y durante cuatro
sesiones, se realizé un experimento similar al descrito en el apartado VI.4.3, pero
sustituyendo los controles por muestras congeladas ya analizadas, permitiendo asi
llevar a cabo una comparacién de métodos y por extensidon de las técnicas HPLC y
FPIA.

Para aquellas muestras cuya concentracion de AMK determinada mediante
FPIA superaba el ULOQ (60 mg L), se realizé una dilucion previa del plasma con
agua (relacion plasma/agua 1:1 (v/v), como se realizd en su dia con FPIA). También,
se analizaron muestras cuya concentracion de AMK estimada con FPIA era inferior
(0.8 mg L) al LLOQ (provisionalmente fijado en 1 mg L), sblo para explorar las
posibilidades de disminuir el LLOQ del método HPLC.

En la Tabla VI.8 se muestran las concentraciones de AMK obtenidas tras
procesar las muestras mediante el método de HPLC propuesto e interpolar las areas
de pico medidas en la recta de calibrado de la correspondiente sesion de trabajo.

También se incluyen las concentraciones obtenidas mediante la técnica FPIA.
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Tabla VI.8.- Concentraciones de AMK estimadas mediante FPIA y HPLC en las muestras
reales. C: concentracion encontrada.

el ¢ FPIA € HPLC Sl € FPIA
(mglL) (mglL) (mglL)
4 < 0.8 0.52 3 18.56 19.70
4 < 0.8 0.49 2 20.51 20.80
3 1.44 1.86 1 27.71 30.60
4 1.97 2.75 2 28.99 30.10
1 3.03 2.99 1 31.57 32.28
3 3.17 2.78 2 32.99 36.80
2 3.84 3.91 1 35.72 37.04
2 4.62 4.33 2 33.44 2 31.00°
2 4.67 4.02 3 35.78 35.30
4 4.71 5.52 3 36.62 36.30
2 5.40 4.45 1 44.72 45.77
2 6.12 6.91 2 45.86 2 44,00 @
1 6.89 6.54 2 46.04 48.50
1 12.08 11.40 1 47.50 45.22
2 15.60 16.90 4 55.80 57.20
4 15.55 15.30
@ Muestras diluidas con agua
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Figura VI.7Z.- Comparacion de los resultados obtenidos mediante FPIA y HPLC para las
muestras reales analizadas. Con una flecha se identifican las muestras cuya concentracién de
AMK superaba el ULOQ (60 mg L) y que se diluyeron con agua (relacion plasma/agua, 1:1
(v/v).
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En la Figura VI.7 se representan las concentraciones de AMK obtenidas con
HPLC frente a las obtenidas con FPIA. Se incluye la linea tedrica con pendiente igual
a 1 y ordenada en el origen 0.

Los datos de la ecuacion de la recta con sus respectivos intervalos de
confianza para un nivel de confianza (NC) del 95 % para b: y bo se muestran en la
Tabla VI.9. Como puede observarse, los intervalos de confianza para un NC = 95 %,
para bo y b1, incluyen al 0 y al 1 respectivamente, lo que indica la ausencia de error
sistematico (constante y proporcional) y evidencia la trazabilidad de los resultados
de la metodologia cromatografica desarrollada en esta Tesis Doctoral respecto a los
previamente obtenidos mediante el método FPIA. Ello sugiere que la sustitucion de

métodos en la rutina hospitalaria es factible.

Tabla VI.9.- Estadisticos de la ecuacion de validacion.

Intervalo de confianza

Estadistico Valor obtenido (NC = 95 %)
bo 0.1346 -0.7477; 1.0168
b1 1.0087 0.9765; 1.0407
R2 0.993 -

En la Figura VI.8 se representan los residuos obtenidos para la recta de
validacion. Como se puede observar, la distribucion de los residuos es aleatoria (no
se observan tendencias), lo que satisface el requisito de independencia, hecho
importante considerando que el experimento ha sido realizado en cuatro sesiones de
trabajo. Aunque los residuos sugieren mayores diferencias para concentraciones de

AMK superiores, este comportamiento esta dentro de la légica quimico-analitica.
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Figura VI.8.- Grafico de residuos correspondiente a la recta de validacion mostrada en la
Tabla VI.9. y representada en la Figura VI.7.
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VI.5.- Conclusiones

De los resultados obtenidos en este capitulo, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= Los reactivos derivatizantes, OPA y NAC empleados, en concentraciones
adecuadas (relaciones molares de OPA/NAC/AMK 100/1000/1) resultan
adecuados para llevar a cabo una derivatizaciéon precolumna (80 °C, 5 min;
temperatura ambiente, 1 min) de la AMK presente en muestras de plasma (tras
la precipitacién/separacion de las proteinas plasmaticas), en las concentraciones
requeridas (1-60 mg L1). Estas condiciones aseguran la formacién de un Unico
derivado, fluorescente (Aexcitacion = 337 NM; lemision = 439 NmM), cuyo tr se sitla en
torno a 10 min con una fase movil de tampdn fosfato 0.05 (pH 7.5)/ACN (80:20,
v/V).

* Los calibrados (intervalo 1-60 mg L) entre dias muestran adecuada linealidad
(R? > 0.995; requisito actualmente empleado en acreditacion de ensayos
cromatograficos). La veracidad y precision intermedia obtenidas a dos niveles de
concentracion extremos del alcance del método, entre dias, son satisfactorias.
Todos estos resultados serian sobradamente conformes a los requisitos exigidos
para una acreditacién UNE-EN ISO 15189:2007, de aplicacién en laboratorios de

hospitales.

* La comparacion del método candidato frente al actual (FPIA), analizando 31
muestras (analizadas por FPIA y conservadas), dentro y fuera de los limites de
calibracién, en cuatro sesiones independientes de trabajo, sugieren que la

metodologia HPLC propuesta es trazable al método actualmente empleado FPIA.

= El método HPLC propuesto se ajusta al propdsito previsto, por tanto, puede
sustituir al método actual. El tiempo total de analisis (preparacion vy
separacién/medida) por muestra es similar en ambos casos (25 y 20 min, para
HPLC y FPIA, respectivamente), pero el nuevo método presenta un menor coste
por muestra analizada (0.64 y 17 € estimados para HPLC y FPIA,

respectivamente).
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Antifingicos I: voriconazol

VII.1.- Introduccion
VII.1.1.- Caracteristicas generales

VOR es un antifungico perteneciente al grupo de los triazoles (ver Tabla I.3).
Durante la década de 1990 se introdujeron los primeros antifingicos triazodlicos,
fluconazol e itraconazol. Sin embargo, itraconazol presenta problemas relacionados
con su absorcion y fluconazol tiene un espectro de actividad antifiungico muy reducido
y un elevado riesgo de aparicidon de resistencias en pacientes inmunodeprimidos
sometidos a tratamientos prolongados. VOR se introdujo una década después, junto
con otros antifingicos triazolicos. VOR es un derivado de fluconazol con un espectro
de actividad antifiungico mas amplio. Desde su aprobaciéon en 2002, VOR ha supuesto
un cambio en el abordaje y manejo de las IFI. Tanto es asi que, en la actualidad, tal
y como se recoge en las guias publicadas por la Infectious Disease Society of America,
VOR se presenta como un antifungico de primera linea en los tratamientos de la

aspergilosis invasiva y candidemia [117, 386].

VII.1.2.- Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla VII.1 se muestra la estructura y algunas propiedades
fisicoquimicas de VOR. Como se puede observar, VOR es un compuesto
moderadamente hidrofébico (logP = 1.8). Posee en su estructura un grupo hidroxilo
y otro amino con valores de pKa de 12.7 y 2.0 (del acido conjugado),
respectivamente; por tanto, se encuentra en su forma neutra en practicamente toda

la escala de pH.

Tabla VII.1.- NUmero registrado en el CAS, estructura quimica, logP, pKa y M- de VOR.

Compuesto
(N° CAS)

Estructura logP? pKa? M:

2.0°
1.8 12.7 349.3

VOR
(137234-62-9)

@ Valores estimados con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com). ? Valores correspondientes al dcido conjugado del grupo amino.
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VII.1.3.- Propiedades farmacologicas

VOR presenta varios mecanismos de accién [387]. Principalmente, actla
sobre las formas del citocromo P450 mas caracteristicas y especificas de los hongos,
incluidas aquellas que se encuentran en levaduras. Esto provoca la inhibicién de una
gran parte de enzimas oxidativas, especialmente de aquellas involucradas en la
sintesis de ergosterol, componente fundamental de la pared celular del hongo, a
través de la 14-desmetilacion del lanosterol. Dicha inhibicién provoca la acumulacion
de esteroles 14a-metilados a nivel intracelular y se produce una alteracion en la
permeabilidad de la pared celular que da lugar a un desequilibrio intracelular,
manifestandose en el desarrollo y division celular del hongo. También se ha

relacionado esta inhibicion con la actividad fungistatica de VOR.

Adicionalmente, VOR y otros agentes azdlicos inhiben la biosintesis de
triglicéridos y de fosfolipidos. Por este motivo, su actividad inhibitoria puede
apreciarse igualmente en células carentes de ergosterol en su pared celular [387-
388]. Por otra parte, se ha visto que estos agentes alteran los mecanismos
enzimaticos intracelulares para la detoxificacion del peréxido de hidrégeno, lo que
provoca una acumulacion de éste capaz de lesionar las estructuras de las organelas

a nivel intracelular [387].

VII.1.4.- Espectro antimicrobiano

En la Tabla VII.2 se muestra el espectro de actividad antifingico de VOR
[389]. También es importante destacar que, aparte de las especies que figuran en la
Tabla VII.2, se ha visto que VOR presenta actividad in vitro frente a un elevado
numero de especies de los géneros Acremonium spp., Alternaria spp., Curvularia spp.

y Sporothrix spp. [389].

Tabla VII.2.- Espectro de actividad antifungico de VOR

= Especies del genero Candida spp. (Candida krusei, Candida albicans, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis), asi como frente a diferentes especies resistentes
a fluconazol o anfotericina B. Actividad parcial/limitada frente a Candida dubliniensis,
Candida inconspicua y Candida guillermondii

= Especies del genero Aspergillus spp. (Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus
niger, Aspergillus nidulans)

= Especies del género Scedosporium spp. (Scedosporium apiospermum, Scediosporium
prolificans) y Cryptococcus spp. (Criptococcus neoformans)
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VII.1.5.- Perfil farmacocinético

VOR se absorbe rapidamente durante las 2 h siguientes a la administracion
oral [390]. Su biodisponibilidad se estima en un 90 % y su absorcidon no es
dependiente del pH gastrico, a diferencia de otros antifiingicos triazélicos [391]. Una
vez iniciado el tratamiento oral estandar (200 mg cada 12 h), el tiempo en alcanzar
concentraciones estables en sangre es de 5-7 dias, con variaciones que dependen
del régimen de dosificacion. Este tiempo puede reducirse administrando dos dosis de
carga intravenosa inicial de 6 mg kg! durante el primer dia de tratamiento [390,
392].

Los estudios a dosis multiples han evidenciado un perfil no lineal en su
farmacocinética, con aumentos en los valores de Cmax Y de AUC no proporcionales a
la dosis administrada. Esto ultimo ocurre tanto para régimen intravenoso como oral,
y se debe a una saturaciéon del metabolismo hepatico en funcion de la dosis
administrada [393].

La union a proteinas plasmaticas se sitla alrededor del 58 % vy es
independiente de la dosis de farmaco [391]. La semivida plasmatica de eliminacién
de VOR es de unas 6 h para régimen intravenoso y oral [394]. Este parametro se
considera independiente de la dosis debido al perfil farmacocinética no lineal de VOR,
lo que supone una limitacidon para la prediccion de su acumulacion y eliminacion
[391]. VOR presenta un Vs alto (entre los 2 L kgt y los 4.6 L kg'), lo que sugiere

una amplia distribucién a compartimentos extra e intracelular [391-392].

En cuanto a la eliminacion de VOR, el 80-83 % de farmaco y de sus
metabolitos se excreta por orina, y menos de un 20 % lo hace por heces [391]. Su
metabolizacion es fundamentalmente a través de la isoenzima CYP2C19 hepatica via
N-oxidacién [395]. Esta isoenzima presenta un polimorfismo genético, que, junto con
la edad y el sexo, origina una elevada variabilidad farmacocinética interindividual de
VOR [387, 396]. El Cl total se ha estimado de 13 - 16 L h'! tras una dosis de carga
de 6 mg kg! seguida de una dosis de mantenimiento de 3 mg kg dos veces al dia
durante 10 dias [397].

VII.1.6.- Perfil farmacodinamico

Se ha descrito una relacién de caracter no lineal tanto dosis-respuesta como
exposicion-respuesta [398-401]. Sin embargo, se ha encontrado una correlacion
entre la exposicién a VOR (AUC) y la Cmin obtenida [402]. Asi, el trabajo de Pascual
y col. propone un valor de Cmin comprendido entre 1.5mgL?! y 4.5 mg L' como

indicador de eficacia en el tratamiento frente a la infeccion [400]. En este sentido, se
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considera que el tratamiento con VOR es eficaz cuando sus valores de Cmin estan por
encima de 1 mg L}, y se considera que puede haber toxicidad cuando dichos valores
son superiores a los 5 mg L' [398-401]. La revision bibliogréfica realizada por
Karthaus y col. sobre monitorizacion de VOR establece un intervalo terapéutico para

valores de Cmin comprendidos entre 1.0 mg L' y 5.5 mg L! [403].

Por otro lado, aunque no existe suficiente evidencia para establecer la relacién
exposicidn-respuesta en el tratamiento profilactico con VOR [404], algunos trabajos
han establecido un valor objetivo de Cmin no inferior a 0.25 mg L [404-405]. Si bien
debe mencionarse que el nimero de pacientes estudiados en estos trabajos es

relativamente pequefio y, por ello, dicho valor objetivo debe ser utilizado con cautela.

VII.1.7.- Perfil de seguridad

VOR es bien tolerado y en raras ocasiones se interrumpe el tratamiento por
la aparicion de eventos adversos [406-409]. En la Tabla VII.3 se muestran los

eventos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con VOR.

Tabla VII.3.- Eventos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con VOR.

Evento adverso

= Neuroldgicos: alteracion de la visién, alucinaciones, cefaleas, psicosis, falta de
concentracion, fatiga, ansiedad y pérdida de memoria

= Cardiovasculares: prolongacion del intervalo Q-T, taquicardia

= Gastrointestinales

* Dermatoldgicos: erupcion cutanea, carcinoma de células escamosas
= Eventos adversos de laboratorio: aumento de las enzimas hepaticas
= Hiponatremia

Aunque los eventos adversos asociados al empleo de VOR se han relacionado
con valores de Cmin superiores a los 5.5 mg L, se han descrito reacciones adversas
no dependientes de la concentracion [400, 410]. También se han observado eventos
adversos neuroldgicos o cutaneos en pacientes pediatricos inmunodeprimidos cuyos
valores de Cmin resultaron superiores a los 5.5 mg L' [411]. Actualmente, los
mecanismos que explican la relacidon entre las concentraciones de VOR existentes en
sangre y la toxicidad encontrada no se han dilucidado del todo [412-413]. El uso de
VOR en mujeres embarazadas esta justificado tras valoracion del beneficio frente al

riesgo de teratogenésis en el feto (categoria D de la FDA) [414].
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VII.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis

Doctoral descrito en el Capitulo II, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Puesta a punto y validacién completa conforme a los requerimientos de la EMA
de un método cromatografico para la determinacion de VOR en muestras de
plasma utilizando una columna C18 y deteccién fluorimétrica. Para la consecucion
de este objetivo, de modo andlogo al Capitulo IV, se realiza un estudio de la
optimizacién de la composicién de la fase mévil hidroorganica y del tratamiento
de las muestras de plasma. El método debe ser rapido y sencillo para su
implementacion en analisis de rutina en la Unidad de Farmacocinética Clinica del

Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Implementacion del método cromatografico en la Unidad de Farmacocinética
Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia para la monitorizacién de VOR
en plasma de pacientes con trasplante de progenitores hematopoyéticos tratados
en el Servicio de Oncohematologia del hospital con profilaxis antifliingica y con el
objetivo ultimo de estimar el grado de exposicidén al farmaco para realizar un

reajuste posoldgico, si procede.
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VII.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacién de las fases moviles, los procedimientos seguidos para el
acondicionamiento del sistema cromatografico, para la validacion del método
desarrollado segun las recomendaciones de la EMA, para el aseguramiento interno
de la calidad y para el analisis farmacocinético, asi como los programas informaticos
empleados en este capitulo, se muestran en el Capitulo III. A continuacion, se

muestran los detalles no descritos en dicho capitulo.

VII.3.1.- Preparacion de patrones de calibracién y controles

Para la preparacién de las disoluciones de VOR se empled la especialidad
farmacéutica para uso oral que se indica en la Tabla VII.4. Se prepararon
semanalmente disoluciones de trabajo por disolucion de la cantidad adecuada de
polvo en EtOH, a las concentraciones indicadas en la Tabla VII.4. Para eliminar la
mayor cantidad de excipientes no disueltos, la mezcla alcohdlica se filtro a través de
filtros de jeringa de Nylon® con un didmetro de poro de 0.45 um. Las disoluciones

se almacenaron a 4 °C en oscuridad.

Tabla VII.4.- Especialidad farmacéutica, distribuidor comercial, concentracion de las
disoluciones de trabajo y de los controles para la validacién del método. LLOQ: limite de
cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacidon superior.

Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L1)

VFEND® comprimido 200 mg = Disolucion de trabajo: 5000 2
= Controles para la validacion:

Observaciones: comprimido recubierto con
— Curva de calibrado: 0.25 (LLOQ), 0.5, 1,

pelicula
2.5,5, 7.5y 10 (ULOQ)
— Exactitud y precisién: 0.25, 1,5y 7.5
VFEND® IV 200 mg - Selectividad: 0.25
Observaciones: polvo para disolucién para| - Integridad de dilucion: 14
perfusion — Efecto memoria: 10

Distribuidor:  Pfizer Europe MA, EEIG| - Estabilidad:1y7.5
(Bruselas, Bélgica)

@ Preparacién semanal

Como se puede observar en la Tabla VII.4, se prepararon siete controles para
la validacion de la curva de calibrado por dilucion de la disoluciéon de trabajo en
plasma de sujetos sanos. Estas concentraciones son las que se utilizaron para la
construccion de las rectas de calibrado. De manera similar, se prepararon los
controles empleados para la validacion de la precision, exactitud (veracidad en el
contexto de las normas ISO 17025 y ISO15189), selectividad, integridad de dilucion,
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efecto memoria, asi como para la validacién de la estabilidad de VOR en las
disoluciones de plasma y en el inyector automatico. Estas concentraciones se
seleccionaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la EMA indicadas en la
Tabla 1.5 [246].

VII.3.2.- Preparacion de las disoluciones para perfusion intravenosa

Las disoluciones de VOR para perfusidon intravenosa se prepararon siguiendo
las recomendaciones del fabricante de la especialidad farmacéutica VFEND® (Tabla
VII.4) por disolucién del contenido de los viales en una disolucién para perfusiéon de
NaCl al 0.9 % (m/v). La concentracion final de VOR fue de 500 a 5000 mg L!.

VII.3.3.- Procedimientos
VII.3.3.1.- Dosificacion de pacientes y tiempos de muestreo

La medicacién administrada a los pacientes fue VFEND® en dos presentaciones
(Tabla VII.4): para perfusion y en comprimidos. Siguiendo las recomendaciones del
fabricante, todas las disoluciones para perfusion intravenosa se administraron

inmediatamente tras su preparacion.

A todos los pacientes se les administro inicialmente una perfusion intravenosa.
La pauta general de dosificacion en este régimen fue de 200 mg cada 12 h, en
perfusiones de 30 min a una velocidad maxima de 3 mg/kg/h. Posteriormente, a
todos los pacientes se les administraron los comprimidos con una pauta de

dosificacion de 200 mg cada 12 h.

Para la monitorizacion de VOR, las muestras de sangre se obtuvieron, durante
el régimen oral, inmediatamente antes de la administracion de la siguiente dosis, es
decir, a un tiempo equivalente a la Cmin del fdrmaco. La toma de muestras se realizd

siguiendo el procedimiento descrito en el apartado III.3.5.

VII.3.3.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (controles, blancos y muestras) se sometieron al
siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomaron 500 pL de plasma y se
precipitaron las proteinas por adicion de 1000 uL de ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/v). La mezcla resultante se agitd con un agitador vortex durante 20 s y a

continuacion, se centrifugé a 10800 rpm durante 5 min.

159



Capitulo VII

VII.3.3.3.- Condiciones cromatograficas

Para la determinacion de VOR se utilizd el equipo cromatografico de modulos
integrados Waters. Se empled una columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm, 5 um)
y una fase mévil de tampédn fosfato 0.05 M (pH 7.0)/ACN, (65:35, v/v). La velocidad
de flujo de la fase movil fue de 1 mL min! y el volumen de inyeccién de 10 pL. Las
separaciones se realizaron a temperatura ambiente. La deteccién fluorimétrica se
efectud a una longitud de onda de excitacion de 254 nm y una longitud de onda de

emision de 372 nm.
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VII.4.- Resultados y discusion

VII.4.1.- Desarrollo de un método cromatografico para la determinacion de
VOR en muestras de plasma

VII.4.1.1.- Composicion de la fase movil

En primer lugar, cabe destacar que, puesto que VOR es un compuesto
fluorescente, se utilizé un detector FLD para mejorar los LLOQs y, fundamentalmente,

la selectividad debido a la complejidad de las muestras de plasma.

Tal y como se ha comentado en el apartado IV.4.1.1, en esta Tesis Doctoral
se ha utilizado RPLC. Como se ha comentado anteriormente (apartado VII.1.2), VOR
es un compuesto moderadamente hidrofébico y se encuentra en su forma neutra en
todo el intervalo de pH (~3-9) de trabajo de las fases estacionarias de silice

enlazadas.

Como se puede observar en la Tabla 1.4, en la bibliografia la mayoria de los
métodos cromatograficos utilizan fases estacionarias C18 y fases moviles con un
contenido significativo de modificador organico (~ 45-75 % en los que se utiliza
elucidén isocratica). Ademas, en la mayoria de aplicaciones se utiliza ACN como
modificador orgdnico [191-195, 197-200, 202-205, 207-212, 214-215, 217-218].

Por todo lo expuesto, inicialmente se prepararon distintas fases moviles que
contenian tampodn fosfato 0.05 M (pH 7.0) y ACN en proporciones variables (35-50
%, v/v). En la Figura VII.1 se muestran los cromatogramas obtenidos. Como se
puede observar, con las fases mdviles con un contenido de ACN del 35-50 % (v/v)
se obtuvieron valores de tr < 9 min, satisfactorios para analisis de rutina. A fin de
reducir el tiempo de analisis y evitar el posible solapamiento de compuestos
endogenos de las muestras de plasma en el frente del cromatograma, se selecciond
a priori para futuros estudios la fase mévil que contiene tampdn fosfato 0.05 M (pH
7.0)/ACN (65:35, v/v), sin descartar la necesidad de realizar reajustes en la
composicion de la fase movil debido a la complejidad de la matriz de las muestras de
plasma. En las condiciones seleccionadas, se obtuvieron los siguientes parametros

cromatograficos: tr = 7.8 min, k = 6.5 y A/B = 0.98.
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Figura VII.1.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccién de una disolucién acuosa de 250
mg Lt de VOR. La composicion de las fases mdviles ensayadas fue: (1) 65:35, (2) 60:40 y (3)
50:50 tampon fosfato 0.05 M (pH 7.0)/ACN (v/v). El resto de condiciones cromatograficas se indican
en el apartado VII.3.3.3.

VII.4.1.2.- Tratamiento de las muestras de plasma

En primer lugar, al igual que en el Capitulo IV (apartado IV.1.2) se evalué la
influencia de la naturaleza de los filtros de jeringa sobre la recuperacion de VOR,
utilizando para ello disoluciones acuosas. Con todos los filtros ensayados (Nylon® de
0.45 pm; PTFE y PVDF, ambos de 0.22 um) se obtuvieron valores de recuperacién

proximos al 100 %, por lo que se utilizaron estos filtros indistintamente.

Como se recoge en la Tabla 1.4, para la determinaciéon cromatografica de VOR
en muestras de plasma muchos autores han empleado pretratamientos relativamente
sencillos basados en la precipitacién de proteinas plasmaticas mediante adicion de
MeOH, ACN, la mezcla de ambos o la combinacion de uno de estos con un acido (HCI,
HCOOH, HClO4) en pequefia proporcion [200-201, 209] o con ZnS04 [214-215]. Tras
esta desproteinizacidon, en la mayoria de los métodos publicados en la literatura se
ha procesado el sobrenadante directamente sin ninguna otra etapa adicional, aunque
en algunas de ellas se ha propuesto la evaporacion del extracto y reconstitucion con
fase mévil [198, 205, 207, 213] o incluso una etapa de SPE para la limpieza y
preconcentracién [214]. También se han utilizado alternativas a la precipitacion de
las proteinas como la ultrafiltracion [192], LLE [193, 207-208, 212, 217-218] y SPE
[216].
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En esta Tesis Doctoral se ensayaron los tratamientos de precipitacion de
proteinas con ACN/acido féormico (99.9:0.1, v/v) y MeOH/4acido férmico (99.9:0.1,
v/v). Se empled una relacidén muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 puL de plasma/1000 pL
de reactivo precipitante). Los experimentos se realizaron por triplicado. En la Figura
VII.2 se muestran los cromatogramas obtenidos para blancos de muestras de plasma
aditivados con 10 mg L* de VOR y sin aditivar tras realizar los tratamientos indicados.
Como se puede observar, si se comparan los cromatogramas de los blancos de
plasma aditivados con los correspondientes a los blancos de plasma, no se observa

coelucién de compuestos endoégenos presentes en el plasma con los analitos.

(A)

140 -
120 -
100 -

80 -

60 -

40 A

-20

[} 2 4 6 8 10 12

Intensidad de Fluorescencia (UE)

Tiempo (min)
(B)

140 -
120 A
100 -
80 A
60 -

40 -

-20

1] 2 4 6 8 10 12

Intensidad de Fluorescencia (UE)

Tiempo (min)

Figura VII.2.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1)
blanco de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con 10 mg L de VOR tras los siguientes
tratamientos: (A) precipitacion de las proteinas plasmaticas con ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/Vv) y (B) con MeOH/&cido féormico (99.9:0.1, v/v). Relacion muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500
pL de plasma/1000 puL de reactivo precipitante). Las condiciones cromatogréficas se indican en
el apartado VII.3.3.3.
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En la Tabla VII.5 se muestran los valores de A/B, asi como de los porcentajes
de recuperacion estimados a partir del cociente entre el drea de pico de analito
obtenida tras el tratamiento del blanco de plasma aditivado y el area de una
disolucién de la misma concentracién de analito en agua. Como se puede observar,
si bien los valores de A/B de simetria de pico son similares en todos los casos. Se
selecciond ACN/&cido formico (99.9:0.1, v/v) como agente precipitante para futuros

estudios por su mayor similitud con la fase movil.

Tabla VII.5.- Influencia del tratamiento de las muestras de plasma sobre los valores del factor
de asimetria (A/B) de los picos cromatograficos y de la recuperacion de VOR.

Tratamiento A/B Recuperacion (%) 2
ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v) 1.06 103 £ 2

MeOH/acido férmico (99.9:0.1, v/v) 0.92 95 £ 3
@ Media + desviacidn estandar de las tres réplicas realizadas

Es interesante resaltar que, durante la ejecucion de todos los ensayos
realizados con el tratamiento seleccionado, la presién del sistema cromatografico se
mantuvo entre los 1400-1500 psi (con un flujo de 1 mL min!) y se observd una
variacién maxima de 20-30 psi tras una sesion de trabajo continuo. Lo que pone de
manifiesto la compatibilidad del tratamiento realizado con el sistema cromatografico

empleado.
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VII.4.2.- Validacion del método desarrollado

En el apartado III.3.3 se describen los procedimientos seguidos para la
validacion de los métodos desarrollados segln la guia de la EMA (ver Tabla 1.5). En
la Tabla VII.4 se muestran los valores de concentracion de cada uno de los controles
utilizados para la validacion de cada una de las caracteristicas analiticas de los

meétodos.

En el cuadro VII.1 se muestran los resultados obtenidos. Como se puede
observar, los resultados obtenidos para los controles utilizados en la validacion de
todas las caracteristicas analiticas son conformes a los criterios de aceptacién de la
EMA con lo que se pueden dar por validados los métodos analiticos propuestos para
su implementacion en andlisis de rutina en laboratorio de la Unidad de

Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Es importante destacar que VOR fue estable en plasma a corto y largo plazo
(ver Tabla VII.10), asi como en el inyector tras el tratamiento de la muestra (ver
Tabla VII.11). Por este motivo, se decidid incluir en el procedimiento de trabajo el
almacenamiento de todas las muestras a 4 °C o - 20 °C por un periodo maximo de 7
o 30 dias desde su extraccidon, respectivamente. Asimismo, se fijo en 3 h el tiempo
maximo de las muestras en el inyector automatico a temperatura ambiente, margen
suficientemente amplio para programar secuencias de trabajo que incluyan un
numero de muestras lo suficientemente elevado (~18 muestras) para analisis de

rutina.

165



Capitulo VII

Cuadro VII.1.- Resumen de los resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado para
la determinacién de VOR.

LIMITE DE CUANTIFICACION INFERIOR (LLOQ)

CONCENTRACION:
= LLOQ practico prefijado: 0.25 mg L (0.083 mg L! en la disolucién de medida)

RESULTADOS:
= Sefial (LLOQ) / Sefial(blanco) > 220

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (LLOQ) > 5-Sefial (blanco)): i ¥
LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO

INTERVALO DINAMICO LINEAL (LLOQ-ULOQ): 0.25 - 10.00 mg L (0.083 - 3.330 mg L't en
las disoluciones de medida)

RESULTADOS:

Tabla VII.6.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en seis sesiones de trabajo.
Sesi6n | bo b, ® - R2b -

1 140940 1165690 0.9995

2 141103 1202569 0.9997

3 160419 1190265 0.9995

4 156893 1135896 0.9997

5 62359 1176591 0.9991

6 29936 1185230 0.9991

a Diferencias en los valores de b; < 10 %. Considerado una indicacion de una estabilidad
satisfactoria por algunos laboratorios acreditados (no es necesario realizar una calibracién en
cada sesion de trabajo si la correspondiente verificacion es conforme). Se optd por preparar
calibrados en cada sesion e interpolar las sefiales de muestras (o controles) en la recta de la
sesion correspondiente

b R2 > 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos cromatograficos
segun la norma ISO 17025:2017
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Figura VIIL.3.- Valores de E; (%) obtenidos en la validacion de la aceptabilidad de la curva
de calibrado de VOR en cada una de las sesiones de trabajo: (#) sesion 1, (m) sesién 2, (A)
sesion 3, (%) sesion 4, (®) sesién 5y (x) sesion 6. (----) Limite de aceptabilidad para los
controles cuya concentracién es igual al LLOQ (Er maximo = + 20%) y para el resto de
controles (E. maximo = + 15%) segun las recomendaciones de la EMA. Los valores de
concentracion de los controles se indican en la Tabla VIIL.4.

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA (E.(LLOQ) < +20%; E(resto) < +15%): SI ¥
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Cuadro VII.1.- Cont.

EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA E INTERDIA

RESULTADOS:

Tabla VII.7.- Evaluacion de la exactitud y precision intradia (réplicas de los controles
preparados y procesados en la misma sesion de trabajo.

C, mg L (QC) E, % RSD, %
0.25 (LLOQ) 0.24| 0.25| 0.21| 0.20| 0.20 12.0 10.5
1.00 (QC bajo) 0.99| 0.98| 1.04| 1.03| 1.01 1.0 2.5
5.00 (QC medio) 5.16 | 5.15| 5.37| 5.28| 5.11 4.2 2.1
7.50 (QC alto) 7.32| 7.33| 7.42| 7.41| 7.24 2.1 1.0

Tabla VII.8.- Evaluacion de la exactitud y precision interdia (controles preparados y
procesados en cuatro dias).

C, mg L (QC) E., % RSD, %
0.25 (LLOQ) 0.24 0.25 0.30 0.23 2.0 12.2
1.00 (QC bajo) 0.99 0.98 1.05 1.02 1.0 3.1
5.00 (QC medio) 5.16 5.15 4.96 4.95 1.1 2.3
7.50 (QC alto) 7.32 7.33 7.45 7.51 -1.3 1.3

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA:
* E (LLOQ) < +20% y E, (resto QCs) < +15%: Si ¥
« RSD (LLOQ) < 20% y RSD (resto QCs) < 15%: Sf ¥

SELECTIVIDAD

RESULTADOS:

= Sefial (blanco?) / Senal (LLOQ) < 0.2
@ Muestras de 16 pacientes oncohematoldgicos, ninguno de ellos bajo tratamiento con VOR
pero que estaban recibiendo otros tratamientos concomitantes

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): ST ¥
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Figura VII.4.- Cromatogramas correspondientes a una disolucién de (1) un blanco de
plasma de un paciente oncohematoldgico y (2) de un blanco de plasma aditivado con 0.25

mg L' de VOR. Con una flecha se identifica el pico correspondiente a VOR. Ver resto de
condiciones experimentales en los apartados VII.3.3.2 y VII.3.3.3.

COMENTARIO: en los cromatogramas de todas las muestras de pacientes no se observé ningun
pico en la zona de elucion de VOR (tr ~ 7.8 min) que pueda interferir en su determinacién.
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Cuadro VII.1.- Cont.

INTEGRIDAD DE DILUCION

RESULTADOS:

Tabla VII.9.- Evaluacién de la integridad de dilucién. Dilucién ensayada: disolucion
analito/blanco, 1:1 (v/v).

€ final,
mg L
7.15 7.1 1.6
6.92
7.18
7.17
7.20
7.03
6.98

C inicial, C final,
mglLta mg L1
14.00 7.00

Réplica

N/ojlun|~h|W|N |+

a Superior al ULOQ (10.00 mg L1)

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E; < +15% y RSD < 15%): SI ¥

EFECTO MEMORIA POR ARRASTRE DE MUESTRA

RESULTADOS:
= Sefal (blanco) / Sefial(LLOQ) < 0.04

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥

ESTABILIDAD

RESULTADOS:

Tabla VII.10.- Evaluacion de la estabilidad a corto y largo plazo de VOR en plasma en
diferentes condiciones de almacenamiento.

ne, Tiempo c_:le _
C, mg Lt almacen’amlento, Czts,
dias mg L1
QC bajo 0 1.02 + 0.02 2.0 1.02 + 0.02 2.0
(1.00) 1 1.10 + 0.02 10.0 1.11 +0.02 11.0
2 1.07 + 0.02 7.0 0.98 + 0.02 -2.0
3 0.93 £ 0.02 -7.0 1.08 £ 0.02 8.0
7 1.01 + 0.01 1.0 1.01 + 0.02 1.0
14 - - 0.95 +0.02 -5.0
30 - - 1.02 + 0.02 2.0
QC alto 0 7.5+0.2 0.0 7.5+0.1 0.0
(7.50) 1 8.4+0.2 12.0 7.6 +0.2 1.3
2 7.5+0.1 0.0 7.5+0.2 0.0
3 7.7 +£0.1 2.7 7.6+0.1 1.3
7 7.6+0.1 1.3 7.7 +0.1 2.7
14 - - 7.5+0.2 0.0
30 - - 7.6 £0.2 1.3
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Cuadro VII.1.- Cont.

ESTABILIDAD (cont.)

Tabla VII.11.- Evaluacién de la estabilidad en el inyector automatico de VOR tras el
tratamiento de muestra desarrollado.

nc Tiempo en el T ambiente
(C, mgL1) inyector automatico, h C+s, mglL?
QC bajo 0 1.00 + 0.02 0.0
(1.00) 3 1.02 £ 0.02 2.0
QC alto 0 7.5+0.1 0.0
(7.50) 3 7.5+0.2 0.3

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E, < + 15 %): Si v

Simbolos y acrénimos: by: ordenada en el origen. b;: pendiente. C: concentracién preparada. C:
concentracion encontrada. E.: error relativo. QC: control. R: réplica. R?: coeficiente de
determinacion. RSD: desviacion estandar relativa. ULOQ: limite de cuantificacion superior.
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VII.4.3.- Monitorizacion de VOR en pacientes tratados en el Servicio de
Oncohematologia del Hospital Clinico Universitario de Valencia

Como se ha comentado en el apartado II1.3.4, durante el analisis de rutina de
muestras de pacientes, se realizaron actividades (verificacion y control) para el

aseguramiento interno de la calidad.

El método cromatografico desarrollado y validado se aplicé a la determinacion
de Cmin (estimada como la concentracion plasmatica en muestras extraidas
inmediatamente antes de la administracion de la siguiente dosis) de VOR en 42
pacientes oncohematologicos bajo tratamiento profilactico con VFEND® (ver
presentaciones, pauta posoldgica y tiempos de muestreo en la Tabla VII.4 y el

apartado VII.3.3.1). Las determinaciones se realizaron por duplicado.

A modo ejemplo, en la Figura VII.5 se muestran los cromatogramas obtenidos
para uno de los pacientes en estudio junto con los correspondientes controles
obtenidos en la misma sesién de trabajo.
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Figura VII.5.- Cromatogramas correspondientes a la determinacién de VOR en los controles
(1) QC bajo (1.00 mg L'1), (2) QC alto (7.50 mg L1) y (3) del paciente V28 tratado con VOR
(Cmin = 3.3 £ 0.7 mg L' VOR, ver Tabla VII.12). Con una flecha se identifica el pico
correspondiente a VOR. El tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones
cromatograficas se indican en los apartados VII.3.3.2 y VII.3.3.3, respectivamente.

En la Tabla VII.12 se muestra, para cada paciente, los valores de Cmin
obtenidos junto con su desviacién estandar. Como se puede observar, en el caso de
los pacientes V02, V03, V06 y V08, el valor de Cmin resulté inferior al LLOQ (0.25 mg
L),
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Tabla VII.12.- Valores de Cmin de VOR estimados para cada uno de los pacientes
oncohematoldgicos estudiados sometidos a un tratamiento de profilaxis con VFEND® (ver
presentaciones, pauta posoldgica y tiempos de muestreo en la Tabla VII.4 y el apartado
VII.3.3.1).

Paciente Cmints, mg L? Paciente Cmints, mg L?
Vo1 0.330 £ 0.010 ¢ V23 0.380 £ 0.012 ¢
V02 <0.25 ab V24 0.53 +0.02
V03 <0.25ab V25 1.83¢
V04 1.09 £ 0.06 V26 1.09 £ 0.04
V05 0.261 + 0.011 @ V27 1.62¢
V06 <0.25ab V28 3.3£0.7
V07 0.820 + 0.012 V29 3.13 £+ 0.04
V08 <0.25ab V30 2.010 £ 0.011
V09 1.242 + 0.011 V31 0.901 + 0.010
V10 1.591 + 0.013 V32 0.98 ¢
V11 1.35¢ V33 0.26 £ 0.04 °
V12 1.183 + 0.012 V34 0.33+0.02°
V13 1.53+£0.02 V35 2.13+0.02
V14 1.35¢ V36 1.63 £ 0.02
V15 1.970 + 0.011 V37 1.439 + 0.011
V16 0.672 £ 0.012 V38 1.81+£0.12
V17 1.04 £ 0.02 V39 2.109 £ 0.011
V18 8.20+0.13 V40 1.152 + 0.010
V19 0.312 +0.0122 V41 0.51 + 0.04
V21 2.421 £ 0.010 V42 3.25+0.03
V22 1.540 + 0.013

3 Paciente para el que no se alcanza el indicador de eficacia Cmin > 0.50 mg L. ® Cmin < LLOQ. ¢ No se
pudieron realizar réplicas debido a que no se disponia de un volumen sangre suficiente.

Como se puede observar en la Tabla VII.12, para 10 de los 42 pacientes en
estudio no se alcanzé el indicador de eficacia Cmin > 0.5 mg L propuesto para el

tratamiento profilactico con VOR (ver Tabla III.1, Apartado II1.3.5).

Aunque ya se ha tratado con anterioridad (Apartado III.3.5), para evaluar
este aspecto, y basandose en la correlacién existente entre el nivel de exposicion a
VOR vy la efectividad del tratamiento, asi como en las recomendaciones publicadas
por la British Society of Medical Mycology [398, 401], se considerd la consecucion de
valores Cmin de VOR en plasma no inferiores a 0.5 mg L' en la profilaxis frente a
infecciones fungicas por especies de los géneros Aspergillus spp. o Candida spp. [128,
252].

Tal y como puede observarse en la Tabla VII.12, con la pauta posoldgica de

VOR estudiada en esta Tesis Doctoral habitualmente empleada en la practica clinica,
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un porcentaje elevado de pacientes (23.8 %) se considerarian infradosificados en la
profilaxis frente a la infeccion flngica y seria recomendable un ajuste de la pauta de

VOR para alcanzar concentraciones potencialmente efectivas.

Este porcentaje es similar a los obtenidos en otros trabajos de investigacion
publicados, los cuales estan comprendidos entre el 18 % y el 27 % [112, 116, 415-
419]. Por otro lado hay que resaltar otros 3 trabajos publicados, cuyos porcentajes
para valores de Cmin de VOR fuera de intervalo terapéutico, tanto para tratamiento

como profilaxis frente a la infeccidn, llegan a ser superiores al 40 % [73, 420-421].

Algunos autores sugieren que este fendmeno de infradosificacién es debido a
la elevada variabilidad farmacocinética de VOR encontrada, al comportamiento no
lineal en su farmacocinética y a la existencia de diferentes polimorfismos del gen
CYP2C19 involucrados en la metabolizacién de VOR [39, 128]. Debido a ello, estos
autores proponen el empleo de programas orientados a la monitorizacion

farmacocinética de VOR en la practica clinica.

La pauta estandar de dosificacion para VOR es de 4 mg kg™ via intravenosa o
de 200 mg via oral, ambas administradas cada 12 horas. Segun las especificaciones
de ficha técnica aprobadas por la FDA, esta pauta deberia ser suficiente para dar
lugar a valores de Cmin adecuados para la profilaxis y el tratamiento frente a la
infeccion fungica [388]. Sin embargo, las guias recientemente publicadas por el
Clinical Pharmacogenomics Implementation Consortium sugieren que esta pauta
estandar de dosificacion podria no ser suficiente, especialmente en pacientes
considerados metabolizadores rapidos a causa de polimorfismos del gen CYP2C19
[422]. De hecho, Mangal y cols. sugieren que deberia de realizarse una
individualizacién posoldgica en base al genotipo clinico del paciente y al tipo de

infeccidon a tratar [423].

Por todo lo anterior, algunos autores instan a la implementacién de sistemas
o programas de monitorizacién farmacocinética de VOR ajustados a la practica clinica,
como estrategia clave para reducir el riesgo de fracaso terapéutico por infra- o
sobredosificaciéon [112, 424]. Por tanto, el desarrollo y validacion de métodos
analiticos rapidos (preferiblemente cromatograficos, ver apartado 1.8.2) para la
monitorizaciéon de VOR en pacientes oncohematoldgicos (objetivo de este capitulo)
es esencial para realizar un reajuste de la dosificacién relativamente rapido (24 h

maximo) en caso de disponer de concentraciones de fadrmaco inadecuadas.
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VII.5.- Conclusiones

De los resultados obtenidos de este capitulo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El tratamiento de las muestras de plasma propuesto para la determinacién
cromatografica de VOR que consiste en la precipitacion de las proteinas
plasmaticas con ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v), proporciona valores de
recuperacion satisfactorios (> 90%) en tiempos adecuados (5 min) para su

implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

= Las condiciones cromatograficas (fase movil: tampdédn fosfato 0.05 M (pH
7.0)/ACN (65:35, v/v); fase estacionaria: C18; detecciéon fluorimétrica con
longitud de onda de excitacidon/emision de 254/372 nm; flujo: 1 mL min?)
propuestas para VOR proporcionan una separacidon satisfactoria del resto de
componentes de la muestra, con tiempos de retencién satisfactorios (< 8 min)

para su implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

* La validacion completa (LLOQ, aceptabilidad de la curva de calibrado, exactitud,
precision, selectividad, integridad de dilucidn, efecto memoria, estabilidad de VOR
a corto y a largo plazo en las condiciones de almacenamiento y en el inyector
automatico) del método desarrollado para la determinacion de VOR en muestras
de plasma es conforme a los criterios de aceptacion de la EMA; por tanto, es
adecuado para su implementacién en el laboratorio de la Unidad de
Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia para la

monitorizacién de VOR en pacientes tratados.

*= La aplicacién del método desarrollado a la monitorizacién de VOR en plasma de
42 pacientes con trasplante hematopoyético de progenitores hematopoyéticos
tratados en el Servicio de Oncohematologia del Hospital Clinico Universitario de
Valencia reveld que no se alcanz6é el objetivo prefijado para tratamiento
profilactico (Cmin de VOR superior a 0.5 mg L) frente a infecciones flngicas en
10 de ellos (23.8 %). Estos pacientes estan infradosificados, lo que repercute en
un peor resultado clinico aumentando el riesgo de complicaciones post-trasplante
y en una mayor probabilidad de desarrollar resistencias antifiingicas. Por tanto,
el método cromatografico desarrollado y validado es muy util para realizar un

reajuste rapido de la dosificacion, esencial en el caso de este tipo de pacientes.
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ANTIFUNGICOS II: CASPOFUNGINA






Antifingicos II: caspofungina

VIII.1.- Introduccion
VIII.1.1.- Caracteristicas generales

CASP es un antifungico perteneciente al grupo de las equinocandinas (ver
Tabla 1.3). El desarrollo, aprobacién y posterior incorporacion de CASP a la terapia
antimicrobiana hospitalaria en el afio 2002 ha resultado de gran importancia en el
tratamiento de las infecciones flingicas en el entorno hospitalario. Las equinocandinas
son un grupo de lipopéptidos semisintéticos con una estructura molecular ciclica y
una masa molecular relativamente elevada (ver Tabla VIII.1). Debido a esta ultima
caracteristica, las equinocandinas muestran una baja absorcion a nivel del tracto
digestivo, por ello, se presentan Unicamente como formulaciones de uso intravenoso
[425].

CASP se sintetiza a partir de la neumocandina BO por modificacién de dos
grupos de la region peptidica, la reduccién de una amida primaria a amina vy la

condensacion de un grupo hemiaminal con etilendiamina (ver Tabla VIII.1) [30].

VIII.1.2.- Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla VIII.1 se muestra la estructura y algunas propiedades
fisicoquimicas de CASP. Como se puede observar, es un compuesto moderadamente
hidrofébico (logP = 1.9). Posee en su estructura un grupo hidroxilo con un valor de
pKa de 9.8 y tres grupos amino con valores de pKa (del acido conjugado) de 5.0, 8.8
y 9.5; por tanto, se so6lo predomina la forma neutra en un intervalo de pH muy
estrecho (9.5 < pH < 9.8), a valores inferiores de pH menores de 9.5 se encuentra
cargada positivamente y a valores de pH superiores a 9.8 presenta una carga

negativa.

Tabla VIII.1.- Nimero registrado en el CAS, estructura quimica, logP, pKa y Mr de CASP.

Ca::p::;;o Estructura logP? pKa? M:
5.0°
CASP 8.8°
(162808-62-0) 1.9 9.5b 1093.3
9.8
R
NH2

2 Valores estimados con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com). ® Valores correspondientes al acido y base mas fuertes, respectivamente.
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VIII.1.3.- Propiedades farmacoldgicas

Su mecanismo de accién se basa en la inhibicién no competitiva de la enzima
1,3-p-D-glucano sintasa con lo que se bloquea la sintesis del 1,3-p-D-glucano,
componente fundamental de la pared celular del hongo que le confiere resistencia
mecanica y da forma a la célula [30]. Esta inhibicion produce un efecto doble:
fungistatico y fungicida. El efecto fungistatico bloquea la sintesis de la pared celular
del hongo y reduce su crecimiento. El efecto fungicida es debido a la pérdida de
integridad de la pared celular y, por tanto, de su resistencia mecanica a la presion
osmoética intracelular, lo que provoca la destruccion de la pared celular con la

consiguiente muerte celular.

Estudios in vitro también han revelado cierto efecto fungicida en las regiones
terminales de la hifa fungica, region donde se produce una mayor sintesis de pared

celular y de crecimiento apical del hongo [426].

VIII.1.4.- Espectro antimicrobiano

En la Tabla VIII.2 se muestra el espectro de actividad antifiungico de CASP
[427]. Como se puede observar, CASP presenta actividad fungicida frente a levaduras
y hongos dimérficos como Candida albicans, incluidas las cepas resistentes a los
antifingicos triazoles, asi como actividad fungistatica frente a diferentes especies del

género Aspergillus spp. [425, 428].

Tabla VIII.2.- Espectro de actividad antifingico de CASP

= Especies del género Candida spp. (Candida dubliniensis, Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis). Actividad muy limitada frente a
Candida krusei, Candida famata y Candida guillermondii

= Especies del género Aspergillus spp. (Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus). Actividad parcial frente a cepas resistentes a anfotericina B

= Especies del género Scedosporium spp. (Scedosporium apiospermum)

= Blastomyces dermatiditis. Actividad parcial frente a Hystoplasma caspulatum vy
Pneumocistis carinii

VIII.1.5.- Perfil farmacocinético

Como se ha comentado anteriormente, las equinocandinas presentan una
biodisponibilidad oral muy baja y, por ello, deben de ser administradas por via
intravenosa. Todas las equinocandinas presentan una buena tasa de distribucién en

tejidos, pero ninguna de ellas penetra bien en sistema nervioso central o a nivel
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ocular, por ello, no estan recomendadas como tratamiento frente a la meningitis o la
endoftalmitis fingica [386, 429].

CASP presenta una tasa de union a proteinas plasmaticas elevada (>95 %).
Aunque las equinocandinas en general no se metabolizan de manera significativa a
través del citocromo P450 [256], se recomienda aumentar la dosis de CASP de 50
mg a 70 mg durante la fase de mantenimiento cuando se administra junto con
inductores enzimaticos. CASP muestra una farmacocinética no lineal con aumento de
la acumulacion al aumentar la dosis y el tiempo en alcanzar el estado estacionario es
dependiente de la dosis administrada. [430]. La metabolizacién de este compuesto
es relativamente lenta y se basa en la rotura del anillo central y posterior hidrélisis
peptidica y N-acilacion para dar lugar a dos metabolitos inactivos a nivel hepatico
[431-432]. La semivida plasmatica de eliminacion de CASP es de 9-11 h, con una
fase final adicional de 45 h de caracter no lineal y responsable de su acumulacién en
el tiempo. Su eliminacidn es baja, con valores de Cl de 10-12 mL min™'. Se ha visto
que un 75 % de la dosis administrada se elimina metabolizada a través de la orina
(41 %) y heces (34 %) [433].

VIII.1.6.- Perfil farmacodinamico

Los ensayos in vitro de susceptibilidad antifiUngica de CASP para especies del
género Candida spp se han llevado a cabo con métodos de referencia estandarizados
por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para levaduras y hongos
[434-437]. Los métodos existentes para especies del género Aspergillus spp
presentan falta de reproducibilidad mundial por lo que todavia no existen métodos
estandarizados [437]. Es importante destacar que todavia no se ha establecido una
buena correlacion entre los resultados de susceptibilidad in vitro y la respuesta clinica
de CASP y otras equinocandinas; ademas, los valores de CMI en diferentes patdgenos

carecen de suficiente precision [427, 430].

Como se ha comentado anteriormente, CASP presenta una actividad fungicida
frente a Candida spp. dependiente de la concentracién [428, 438-444], incluidas
también aquellas variantes susceptibles o resistentes a los antifungicos triazélicos
[443, 445]. Aunque ciertas cepas del género Candida spp. son mas susceptibles que
otras a CASP, se han visto valores de CMI inferiores a 1 mg L! para mas del 98-99%
de todas las variantes aisladas de los géneros Candida spp. y Aspergillus spp. [437].
Aungue el comité EUCAST no ha establecido un valor ECOFF para especies del genero
Candida spp. frente a equinocandinas, el CLSI ha consensuado dicho valor en cifras

no superiores a 2 mg L1.[256]. También hay que destacar que CASP presenta un
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efecto postantibidtico in vitro, y que es dependiente de la concentracién de farmaco
empleada [446-447].

VIII.1.7.- Perfil de seguridad

En la Tabla VIII.3 se muestran los eventos adversos mas frecuentes asociados
al tratamiento con CASP [448].

Tabla VIII.3.- Eventos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con CASP [448].

Evento adverso

= Vasculares: flebitis, tromboflebitis

= Gastrointestinales: nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea

» Dermatoldgicos: erupcion cutanea, rubefaccidén, prurito (derivados de respuesta
histaminérgica)

= Sensacion de resfriado, cefalea

= Eventos adversos de laboratorio: hipokalemia, hipoalbuminemia, aumento de niveles de
enzimas hepaticas, fosfatasas alcalinas y de creatinina, aumento del valor de las proteinas
en orina, hipercalcemia, leucopenia, disminucion del valor de hemoglobina

= Respiratorios: broncoespasmo
» Anafilaxia

CASP presenta buena tolerancia en pacientes tratados [430], asi la incidencia
encontrada para cada uno de los eventos adversos mostrados en la Tabla VIII.3,
varia entre el 0 % vy el 28 % [449-454].

En cuanto a la toxicidad sobre mujeres en estado de gestacién, el uso de CASP
esta justificado tras valoracion del beneficio frente al riesgo de teratogénesis en el
feto (categoria C de la FDA); aunque no se ha observado genotoxicidad o

mutagenicidad, si se ha observado toxicidad embrionaria en ratas y conejos [455].
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VIII.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis

Doctoral descrito en el Capitulo II, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Puesta a punto y validacién completa (aplicando criterios de conformidad de la
EMA) de un método cromatografico para la determinacion de CASP en muestras
de plasma utilizando una columna C18 y un detector FLD. Para la consecucién de
este objetivo, de modo analogo al Capitulo IV, se realiza un estudio sobre la
composicion de la fase mévil hidroorganica y del tratamiento de las muestras de
plasma. El método debe ser rapido y sencillo para su implementacion en analisis
de rutina en la Unidad de Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico Universitario

de Valencia.

Implementacion del método cromatografico en la Unidad de Farmacocinética
Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia para la monitorizacién de
CASP en pacientes criticos ingresados en la UCI del hospital bajo tratamiento con
este antifungico y con el objetivo Ultimo de estimar el grado de exposicion al

farmaco para realizar un reajuste posoldgico, si procede.
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VIII.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacién de las fases moviles, los procedimientos seguidos para el
acondicionamiento del sistema cromatografics, para la validacion del método
desarrollado segun las recomendaciones de la EMA, para el aseguramiento interno
de la calidad y para el analisis farmacocinético, asi como los programas informaticos
empleados en este capitulo, se muestran en el Capitulo III. A continuacion, se

muestran los detalles no descritos en dicho capitulo.

VIII.3.1.- Preparacion de patrones de calibracion y controles

Para la preparacién de las disoluciones de CASP se empled la especialidad
farmacéutica para uso intravenoso que se indica en la Tabla VIII.4. Se prepararon
diariamente disoluciones de trabajo por disolucién de la cantidad adecuada de polvo
en agua ultrapura, a las concentraciones indicadas en la Tabla VIII.4. Las disoluciones

se almacenaron a 4 °C en oscuridad.

Tabla VIII.4.- Especialidad farmacéutica, distribuidor comercial, concentracion de las
disoluciones de trabajo y de los controles para la validacion del método. LLOQ: limite de
cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacion superior.

Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L)

= Disolucién de trabajo: 5200 @

Cancidas® 1V 50 mg = Controles para la validacién:

Cancidas® 1V 70 mg - fgrgﬁal_g%)callbrado: 1(LLOQ), 2.5, 5, 10, 12y
Observaciones: Polvo para disolucién| _ Exactitud y precisién: 1, 2.5, 10y 12
concentrada para perfusion _ Selectividad: 1

Distribuidor: Merck Sharp & Dohme| - Integridad de dilucidon: 20

B.V. (Haarlem, Paises Bajos) — Efecto memoria: 15

— Estabilidad: 2.5y 12

@ Preparacion diaria

Como se puede observar en la Tabla VIII.4, se prepararon seis controles para
la validacién de la curva de calibrado por diluciéon de la disolucién de trabajo en
plasma de sujetos sanos. Estas concentraciones son las que se utilizaron para la
construccién de las rectas de calibrado. De manera similar, se prepararon los
controles empleados para la validacién de la precision, exactitud (veracidad en el
contexto de las normas ISO 17025 y ISO015189), selectividad, integridad de dilucioén,
efecto memoria, asi como para la validacion de la estabilidad del analito en las

disoluciones de plasma y en el inyector automatico. Estas concentraciones se
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seleccionaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la EMA indicadas en la
Tabla 1.5 [246].

VIII.3.2.- Preparacion de las disoluciones para perfusion intravenosa

Las especialidades farmacéuticas administradas por via intravenosa a los
pacientes en estudio se indican en la Tabla VIII.4. La disolucion de CASP para
perfusién intravenosa se prepar6 siguiendo las recomendaciones del fabricante por
disolucién del contenido de los viales en una disolucidn para perfusion de NaCl al 0.9
% (m/v).

VIII.3.3.- Procedimientos
VIII.3.3.1.- Dosificacidon de pacientes y tiempos de muestreo

Siguiendo las recomendaciones del fabricante de Cancidas®, todas las
disoluciones (apartado VIII.3.2) se administraron inmediatamente tras su
preparacion. La pauta general de dosificacion de CASP en los pacientes del estudio
fue de una dosis inicial de 70 mg en las primeras 24 h, seguida de dosis posteriores
de mantenimiento de 50 mg cada 24 h en pacientes de menos de 80 kg, o de 70 mg
cada 24 h en pacientes de mas de 80 kg. Todas las administraciones se realizaron

mediante perfusiones de 60 min de duracion.

Para la monitorizacion de CASP, una vez alcanzado el estado estacionario en
la etapa de mantenimiento (dia 3 desde el inicio del tratamiento), se extrajeron
muestras de sangre arterial inmediatamente antes de la administracion de la
siguiente dosis, es decir, alas 0 h, y a las 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 24 h
(Cmin) tras la administracion de la misma. La toma de muestras se realizd siguiendo

el procedimiento descrito en el apartado III.3.5.

VIII.3.3.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (controles, blancos y muestras) se sometieron al
siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomaron 500 pL de plasma y se
precipitaron las proteinas por adicion de 1000 uL de ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/v). La mezcla resultante se agité con un agitador vortex durante 20 s y a

continuacion, se centrifugé a 10800 rpm durante 5 min.
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VIII.3.3.3.- Condiciones cromatograficas

Para la determinacion de CASP se utiliz6 el equipo cromatografico de modulos
integrados Waters. Se utilizé una columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm, 5 um) vy
una fase moévil compuesta por una disolucion de tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN
(60:40, v/v). La velocidad de flujo de la fase movil fue de 1 mL min! y el volumen
de inyeccién de 10 pulL. Las separaciones se realizaron a temperatura ambiente. La
deteccion fluorimétrica se efectudé a una longitud de onda de excitacién de 220 nm vy

una longitud de onda de emisiéon de 304 nm.
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VIII.4.- Resultados y discusion

VIII.4.1.- Desarrollo de un método cromatografico para la determinacion de
CASP en muestras de plasma

VIII.4.1.1.- Composicion de la fase movil

En primer lugar, cabe destacar que, CASP presenta fluorescencia nativa, por
lo que se utilizé un detector FLD para mejorar los LLOQs y, fundamentalmente, la

selectividad debido a la complejidad de las muestras de plasma.

Tal y como se ha comentado en el apartado VIII.1.2, CASP es un compuesto
moderadamente hidrofébico y se encuentra en forma catiénica en todo el intervalo
de pH (~3-9) de trabajo de las fases estacionarias de silice enlazadas. Como se puede
observar en la Tabla 1.4, en la bibliografia la mayoria de los métodos cromatograficos
utilizan fases estacionarias C18 y fases mdviles hidroorganicas a pH acido con ACN
como modificador organico (~ 30 % ACN con elucién isocratica) [203, 221-222, 224,
226, 230].

Por todo lo expuesto, inicialmente se prepararon distintas fases moviles que
contenian tampodn fosfato 0.05 M (pH 3.0) y ACN en proporciones variables (20-40

%, v/v). En la Figura VIII.1 se muestran los cromatogramas obtenidos.

0.85 1
0.70 -

0.55
0.40 A
0.25 A 2
0.10 - /L

1

-0.05

Intensidad de Fluorescencia (UE)

1] é ‘II é é 1I0 1I2 1I4 1I6

Tiempo (min)
Figura VIII.1.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucién acuosa de
50 mg L't de CASP. La composicion de las fases méviles ensayadas fue: (1) 80:20, (2) 70:30

y (3) 60:40 tampon fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (v/v). El resto de condiciones
cromatograficas se indican en el apartado VIII.3.3.3.
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Como se puede observar en la Figura VIII.1, con las fases moviles con un
contenido de ACN del 30 y 40 % (v/v) se obtuvieron valores de tr < 10 min,
satisfactorios para analisis de rutina. A fin de reducir el tiempo de analisis se
seleccion6 a priori para futuros estudios la fase movil que contiene tampodn fosfato
0.05 M (pH 3.0)/ACN (60:40, v/v), sin descartar la necesidad de realizar reajustes
en la composicion de la fase mdvil debido a la complejidad de la matriz de las
muestras de plasma. En las condiciones seleccionadas, se obtuvieron los siguientes

parametros cromatograficos: tr = 6.4 min, k = 2.2 y A/B = 1.02.

VIII.4.1.2.- Tratamiento de las muestras de plasma

En primer lugar, se evalué si existia retencién de CASP en los filtros de jeringa.
Para ello, se estudiaron filtros de diferente naturaleza (ver apartado III.1): Nylon®
(0.45 um de diametro de poro), PTFE y PVDF (ambos de 0.22 um de didmetro de
poro). Se inyectaron disoluciones acuosas de 3.75 mg L' de CASP antes y después
de la filtracidén y se estimo la recuperacion a partir de los valores de area de los picos
cromatograficos. Los experimentos se realizaron por triplicado. En la Tabla VIII.5 se
muestran los resultados obtenidos. Como se puede observar, existe una pérdida
significativa de CASP en todos los filtros ensayados. Por lo que a priori se optd por

no filtrar las muestras de plasma.

Tabla VIII.5.- Efecto de la naturaleza del filtro empleado sobre la recuperacion.

Naturaleza del filtro Recuperacion (%) 2

Nylon® (didmetro poro = 0.45 um) 9+2
PTFE (didmetro poro = 0.22 pm) 16 £ 3
PVDF (didmetro poro = 0.22 um) 3.0+ 1.1

@ Media + desviacidn estandar de las tres réplicas realizadas

Como se indica en la Tabla 1.4, de modo similar a los capitulos anteriores,
para la determinacién de CASP en muestras de plasma mediante RPLC para la
preparacion de la muestra se ha empleado fundamentalmente la precipitaciéon de
proteinas plasmaticas con MeOH, ACN, o mezclas de ACN con &cido férmico en
pequefia proporcion (0.5 %, v/v) [203, 219-223, 225-226, 228-229]. En este
capitulo, de modo analogo a capitulos anteriores, se ensayaron los siguientes mezclas
binarias para la precipitacion de proteinas: ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v) vy
MeOH/4cido férmico (99.9:0.1, v/v). Se empled una relaciéon muestra/reactivo 1:2
(v/v) (500 pL de plasma/1000 puL de reactivo precipitante). Los experimentos se

realizaron por triplicado. Puesto que la disolucidon de inyecciéon no se filtra se
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extremaron las precauciones para tomar las alicuotas de las disoluciones

sobrenadantes y evitar la inyeccidn de particulas de precipitado.

En la Figura VIIL.2 se muestran los cromatogramas obtenidos para blancos de
muestras de plasma sin aditivar y aditivados con 15mgL ! de CASP tras la
realizacion de cada uno de los tratamientos indicados. Como se puede observar, si
se comparan los cromatogramas de los blancos de plasma aditivados y sin aditivar,
no se observa coelucion de compuestos endégenos presentes en el plasma con los

analitos.

(A)
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Figura VIII.2.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucién de (1)
blanco de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con 15 mg L' de CASP tras los
siguientes tratamientos: (A) precipitacién de las proteinas plasmaticas con ACN/acido férmico
(99.9:0.1, v/v) y (B) con MeOH/acido férmico (99.9:0.1, v/v). Se empled una relacion
muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 ulL de plasma/1000 nuL de reactivo precipitante). Las
condiciones cromatograficas se indican en el apartado VIII.3.3.3.
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En la Tabla VIII.6 se muestran los valores de A/B, asi como de los porcentajes
de recuperacion estimados a partir del cociente entre el drea de pico de analito
obtenida tras el tratamiento del blanco de plasma aditivado y el area de una
disolucién de la misma concentracién de analito en agua. Como se puede observar,
los valores de recuperacién son similares y aceptables con ambos agentes
precipitantes, si bien se obtuvieron resultados ligeramente mejores con ACN. Por otro
lado, el valor de A/B obtenido con el tratamiento con MeOH es significativamente
inferior a la unidad debido a la cola observada en el pico cromatografico de CASP (ver
Figura VIII.3.B). Por todo lo expuesto, se seleccion6 ACN/acido formico (99.9:0.1,

v/v) como agente precipitante.

Tabla VIII.6.- Influencia del tratamiento de las muestras de plasma sobre los valores del
factor de asimetria (A/B) de los picos cromatograficos y de la recuperacion de CASP.

Tratamiento A/B Recuperacion (%) 2
ACN/acido féormico (99.9:0.1, v/v) 0.98 98 £ 2
MeOH/acido férmico (99.9:0.1, v/v) 0.50 93.0+ 1.5

@ Media + desviacion estandar de las tres réplicas realizadas

Durante la ejecucién de todos los ensayos realizados con el tratamiento
seleccionado, la presion del sistema cromatografico se mantuvo entre los 1550-1650
psi (con un flujo de 1 mL min!) y se observoé una variacién maxima de 40-50 psi tras
una sesion de trabajo continuo. Lo que pone de manifiesto la compatibilidad del

tratamiento realizado con el sistema cromatografico empleado.
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VIII.4.2.- Validacion del método desarrollado

En el apartado III.3.3 se describen los procedimientos seguidos para la
validacion de los métodos desarrollados segln la guia de la EMA (ver Tabla 1.5). En
la Tabla VIII.4 se muestran los valores de concentracién de cada uno de los controles
utilizados para la validacion de cada una de las caracteristicas analiticas de los

meétodos. En el cuadro VIII.1 se muestran los resultados obtenidos.

Como se puede observar en el cuadro VIII.1, los resultados obtenidos para
los controles utilizados en la validacién de todas las caracteristicas analiticas son
conformes a los criterios de aceptacién de la EMA con lo que se pueden dar por
validados los métodos analiticos propuestos para su implementacién en analisis de
rutina en laboratorio de la Unidad de Farmacocinética Clinica del Hospital Clinico

Universitario de Valencia.

Como se puede observar en la Tabla VIII.11, en el estudio de estabilidad de
CASP en plasma a largo plazo, no se realizado el estudio de almacenamiento a 4 °C.
Esto es debido a que en la UCI hospitalaria donde se realizaron las extracciones de
las muestras no se disponia de neveras, tan sélo de congeladores. Puesto que CASP
fue estable en las condiciones ensayadas, se decidid incluir en el procedimiento de
trabajo el almacenamiento de todas las muestras a - 20 °C por un periodo maximo
de 30 dias desde su extraccion. Por otro lado, puesto que CASP también fue estable
en el inyector a temperatura ambiente tras el tratamiento de la muestra (ver Tabla

VIII.12) se fijo en 3 h el tiempo maximo del programa de una secuencia de trabajo.
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Cuadro VIII.1.- Resumen de los resultados obtenidos en la validaciéon del método desarrollado
para la determinacion de CASP.

LIMITE DE CUANTIFICACION INFERIOR (LLOQ)

CONCENTRACION:
= LLOQ practico prefijado: 1.00 mg L™* (0.33 mg L en la disoluciéon de medida)

RESULTADOS:
= Sefial (LLOQ) / Sefial(blanco) > 11

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (LLOQ) > 5-Sefial (blanco)): SI ¥
LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO

INTERVALO DINAMICO LINEAL (LLOQ-ULOQ): 1.00 - 15.00 mg L* (0.33 - 5.00 mg L en las
disoluciones de medida)

RESULTADOS:
Tabla VIII.7.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en seis sesiones de trabajo.

Sesion bo b; R2P

1 26390 40453 0.9991
2 6283 42169 0.9990
3 32485 41672 0.9992
4 55271 42152 0.997
5 44398 41850 0.997
6 42238 38822 0.9991

@ Diferencias en los valores de b; < 10 %. Considerado una indicacién de una estabilidad
satisfactoria por algunos laboratorios acreditados (no es necesario realizar una calibracién en
cada sesion de trabajo si la correspondiente verificacion es conforme). Se optd por preparar
calibrados en cada sesidn e interpolar las sefiales de muestras (o controles) en la recta de la
sesidn correspondiente

b R2 > 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos cromatograficos
segun la norma ISO 17025:2017

E, (%)
o
X
E ]
m @
L > 1.3
WX
X
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-10 4

-20

-25

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentracion CASP (mg L1)
Figura VIII.3.- Valores de E; (%) obtenidos en la validacion de la aceptabilidad de la curva
de calibrado para CASP en cada una de las sesiones de trabajo: (#) sesién 1, (W) sesion 2,
(A) sesidn 3, (k) sesidn 4, (®) sesidon 5y (x) sesion 6. (----) Limite de aceptabilidad para
los controles cuya concentracion es igual al LLOQ (Er maximo = + 20%) y para el resto de
controles (E. maximo = + 15%) segun las recomendaciones de la EMA. Los valores de
concentracién de los controles se indican en la Tabla VIIL. 4.

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA (E/(LLOQ) < +20%); E(resto) < +15%): Sf ¥
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Cuadro VIII.1.- Cont.

EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA E INTERDIA

RESULTADOS:

Tabla VIIIL.8.- Evaluacion de la exactitud y precision intradia (réplicas de los controles
preparados y procesados en la misma sesion de trabajo.

C, mg L (QC) E, % RSD, %
1.00 (LLOQ) 098 0.97| 1.10| 0.97| 091| -1.4 7.1
2.50 (QC bajo) 2.48| 242| 256| 247 237 -1.6 2.9
10.00 (QC medio) | 10.05| 10.12| 10.79| 10.55| 9.94 2.9 3.5
12.00 (QC alto) 12.06| 12.46| 13.09| 12.46| 11.90 3.3 3.7

Tabla VIII.9.- Evaluacién de la exactitud y precision interdia (controles preparados y
procesados en cuatro dias).

C, mg L* (QC) E., % RSD, %

1.00 (LLOQ) 0.91 1.04 1.32 0.97 6.0 17.1
2.50 (QC bajo) 2.37 2.46 2.54 2.47 -1.6 2.8
10.00 (QC medio) 9.94 9.87 2.54 2.47 0.1 3.8
12.00 (QC alto) 11.90| 12.08| 12.45| 12.46 1.9 2.3

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA:
* E, (LLOQ) < +20% y E, (resto QCs) < +15%: Si ¥
* RSD (LLOQ) < 20% y RSD (resto QCs) < 15%: Sf ¥

SELECTIVIDAD

RESULTADOS:
= Sefial (blanco?) / Senal (LLOQ) < 0.1

@ Muestras de 14 pacientes hospitalizados en la UCI, ninguno de ellos bajo tratamiento con
CASP pero que estaban recibiendo otros tratamientos concomitantes

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥
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Figura VIII.4.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucién de (1)
un blanco de plasma de un paciente ingresado en la UCI y (2) de un blanco de plasma
aditivado con 1.00 mg L de CASP. Con una flecha se identifica el pico correspondiente al
analito. Ver resto de condiciones experimentales en los apartados VIII.3.3.2 y VIII.3.3.3.

COMENTARIO: en los cromatogramas de todas las muestras de pacientes no se observé ningn
pico en la zona de elucién de CASP (tx ~ 5.2 min) que pueda interferir en su determinacion.
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Cuadro VIII.1.- Cont.

INTEGRIDAD DE DILUCION

RESULTADOS:

Tabla VIII.10.- Evaluaciéon de la integridad de dilucién. Dilucién ensayada: disolucion
analito/blanco, 1:1 (v/v).

€ final,
mg L
10.03 10.4 2.9
10.72
10.61
10.54
10.60
10.12
10.05

C inicial, C final,
mgL?? mg L*

20.00 10.00

Réplica

N|jojun |~ | W|N|F

@ Superior al ULOQ (15.00 mg LY)

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E; < +15% y RSD < 15%): ST ¥

EFECTO MEMORIA POR ARRASTRE DE MUESTRA

RESULTADOS:
= Sefial (blanco) / Senal(LLOQ) < 0.08

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥
ESTABILIDAD

RESULTADOS:

Tabla VIII.11.- Evaluacion de la estabilidad a largo plazo de CASP en plasma en diferentes
condiciones de almacenamiento.

nc Tiempo de
(C, mglL1) almacenamiento, dias
QC bajo 0 2.51 + 0.07 0.4
(2.50) 30 2.44 +0.07 2.4
QC alto 0 12.10 + 0.10 0.8
(12.00) 30 12.09 +0.12 0.8

Tabla VIII.12.- Evaluacion de la estabilidad en el inyector automatico de CASP tras el
tratamiento de muestra desarrollado.

nc Tiempo en el T ambiente
(C, mgL1) inyector automatico, h €C+s, mglL? E., %
QC bajo 0 2.51 +0.08 0.4
(2.50) 3 2.56 + 0.07 2.4
QC alto 0 12.3+0.4 2.5
(12.00) 3 12.4+0.3 3.3

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E; < + 15 %): Si v

Simbolos y acrénimos: bo: ordenada en el origen. b;: pendiente. C: concentracién preparada. ¢:
concentracién encontrada. E.: error relativo. QC: control. R: réplica. R?: coeficiente de
determinacién. RSD: desviacién estandar relativa. ULOQ: limite de cuantificacion superior.
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VIII.4.3.- Monitorizacion de CASP en pacientes criticos hospitalizados en la
UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Analisis farmacocinético
no compartimental

Tal y como se ha comentado en los capitulos anteriores, durante el analisis
de muestras de plasma de pacientes criticos se realizaron actividades (verificacién y

control) para el aseguramiento interno de la calidad (ver apartado I11.3.4).

El método cromatografico desarrollado y validado se aplicé a la determinacién
de las concentraciones plasmaticas de CASP en 12 pacientes criticos ingresados en
la UCI bajo tratamiento con Cancidas® (ver presentaciones, pauta posologica vy
tiempos de muestreo en la Tabla VIII.4 y el apartado VIII.3.3.1). No se pudieron

realizar réplicas debido al escaso volumen de muestra extraido de cada paciente.

A modo ejemplo, en la Figura VIII.5 se muestran los cromatogramas
obtenidos para un paciente bajo tratamiento con Cancidas® (CASP) junto con sus

correspondientes controles obtenidos en la misma sesion de trabajo.

90 4

] '
70 1 J\'\'\«J\_u3
60 - /

50 4

40
30 A

o | :
K :J M :

-10

Intensidad de Fluorescencia (UE)

Tiempo (min)

Figura VIII.5.- Cromatogramas correspondientes a la determinacion de CASP en los controles
(1) QC bajo (2.50 mg L'1), (2) QC alto (12.00 mg L) y (3) de paciente critico (C07) ingresado
en la UCI bajo tratamiento con CASP (Cin = 6.12 mg L' CASP, ver Tabla VIII.13). Con una
flecha se identifica el pico correspondiente a CASP. El tratamiento de las disoluciones de plasma
y las condiciones cromatograficas se indican en los apartados VIII.3.3.2 y VIII.3.3.3,
respectivamente.

193



Capitulo VIII

En la Tabla VIII.13 se muestra, para cada paciente, la dosis administrada y

los valores de concentracion plasmatica obtenidos para CASP.

Tabla VIII.13.- Valores de concentracion plasmatica de CASP obtenidos para cada uno de los
pacientes en estudio bajo tratamiento con Cancidas® a distintos tiempos de muestreo (ver
presentaciones, pauta posoldgica y tiempos de muestreo en la Tabla VIII.4 y el apartado
VIIL.3.3.1).

C, mglL?
Paciente Peso (kg)

Oh 05h 1h 15h| 2h 4h 6h 8h 24h®
co1 65 P 3.09 | 10.85 | 9.34 | 8.55 | 7.51 | 6.38 | 5.63 | 5.00 | 3.47
co2 65 P 2.12| 6.96 |6.19| 5.75 | 5.47 | 4.49 | 3.96 | 3.40| 2.30
co3 60 P 2.94 | 8.50 |8.23| 7.05 | 6.91|6.13|5.63|5.22| 3.10
Co4 75 b 1.01| 4.38 |2.80| -9 [2.43|212| -¢ |1.99]1.34¢
Ccos 75 b 1.50 | 4.59 | 4.44 | 4.41 |3.85|3.77|3.04 | 2.80 | 1.59 ¢
Co6 86 © 3.04| 9.86 |9.11| 8.24 |7.37 | 6.54 | 5.84 | 4.71 | 2.47
co7 75 b 2.10 | 7.09 |6.12| 5.27 | 4.96 | 4.13|3.54|3.10| 1.63 ¢
cos 80 P 2.93| 8.23 |7.23| 6.04 |5.88|5.66|5.33|4.45| 2.73
C09 88 c 2.18 | 7.81 | 6.69| 6.03 | 5.72|5.32 | 4.55 | 4.49 | 2.27
C10 79 b 3.16 | 11.17 | 9.91 | 8.42 | 7.74 | 6.94 | 6.4 |5.61| 2.88
ci1 60 P 2.69 | 10.24 | 8.88 | 8.39 | 7.92 | 6.62 | 6.31|6.00| 4.00
c12 75 b 2.62 | 7.02 |5.78| 5.09 | 4.61|3.94 | 3.60 | 3.27| 1.85¢

a Valor utilizado como estimacion de Cmin. Dosis inicial-mantenimiento: ® 70-50 mg/24 h; < 70-
70 mg/24 h. 9 No pudo extraerse la muestra. € Paciente para el que no se alcanza el indicador
de eficacia Cmin > CMI (CMI = 2 mg L para Candida spp. y Aspergillus spp. [258]).

Para la estimacion de la exposicion al farmaco, se emplearon dos criterios

propuestos en la bibliografia:

i.- La comparacion de los valores de Cmin obtenidos frente al valor de CMI no
inferior a 2 mg L publicado para la utilizacién de equinocandinas en el

tratamiento de infecciones por Candida spp. y Aspergillus spp. [256].

ii.- El criterio basado en valor del cociente AUC/CMI, ya que se considera un
antimicrobiano con actividad concentracién- y tiempo-dependiente [253-
256].

Para aplicar el criterio basado en la comparaciéon Cmin — CMI, se utilizé el
valor de concentracién plasmatica obtenido a las 24 h tras la administracién de una
dosis en la etapa de mantenimiento (Cmin) (ver Tabla VIII.13). Como se puede
observar en la Tabla VIII.13, para 4 (C04, C05, C07 y C12) de los 12 pacientes en
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estudio mostraron valores de Cmin inferiores a valor objetivo de CMI de 2 mg L*!
publicado para Candida spp. y Aspergillus spp., [256]. Por tanto un 33 % de los
pacientes criticos monitorizados bajo tratamiento con CASP, podrian estar

infradosificados.

Para aplicar el criterio basado en el cociente AUC/CMI, los valores de AUC
se estimaron a partir del analisis farmacocinético no compartimental de CASP (ver
apartado III.3.5 y III.4) utilizando los valores de concentraciones plasmatica
indicados en la Tabla VIII.13 y los criterios descritos en el apartado II1.4. Los valores
objetivo de AUC/CMI se tomaron de la bibliografia para un modelo murino de
candidiasis invasiva [257]. En este modelo se observd una correlacién adecuada
entre eficacia (efecto antifungico equivalente a la reduccion del nimero de colonias
en 1 logaritmo) y un AUC/CMI igual o superior a 865, 450 y 1185 para Candida
albicans, Candida glabrata y Candida parapsilosis, respectivamente [257]. Estas
especies son las de mayor relevancia por ser las responsables de la mayoria de
infecciones hospitalarias en pacientes criticos. Asi, en los estudios epidemioldgicos
multicentricos FUNGEMYCA y CANDIPOP realizados en Espafia recientemente se vid
que del total de casos de candidemia registrados, Candida albicans flue la especie
mas frecuentemente aislada (44-45 %), sequida de Candida parapsilosis (24-27 %)
y de Candida glabrata (11-13 %). [456-457].

En la Tabla VIII.14 se muestran los valores de AUC/CMI obtenidos. Para este
calculo se utilizé un valor conservador de CMI de 0.1 mg L't [256]. Este valor de CMI
es adecuado para la valoracién de infecciones fungicas por Candida albicans, Candida
tropicalis y Candida glabrata. Por otro lado, la presencia de cepas de Candida
parapsilosis o Candida kruseii, con valores de CMI superiores, se asociaria a peores
resultados clinicos. Teniendo en cuenta esto ultimo, y que en la practica clinica se
administra de manera empirica el tratamiento antifingico ya que es frecuente
desconocer el agente infeccioso, se hace recomendable reducir la incertidumbre en
el resultado mediante la utilizacidon de pautas de dosificacion adecuadas. En la Tabla
VIII.14 también se indica la consecucién de los valores AUC/CMI objetivo arriba

indicados para cada uno de los pacientes.
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Tabla VIII.14.- Valores de AUC, AUC/CMI obtenidos mediante analisis farmacocinético no
compartimental y consecucion cociente AUC/CMI objetivo para Candida albicans, Candida
glabrata y Candida parapsilosis en cada uno de los pacientes monitorizados.

Consecucion AUC/CMI objetivo ‘

. AUC
Paciente (mg h L) AUC/CMI ? 865 450 1185
(Candida albicans) (Candida glabrata) | (Candida parapsilosis)

co1 140 1400 st st st
€02 88 880 st st NO
Co3 124 1240 st st st
Co4 65 650 NO st NO
Co5 68 680 NO st NO
Co6 102 1020 st si NO
Co7 66 660 NO st NO
cos 100 1000 st st NO
€09 102 1020 st st NO
C10 121 1210 st st st
ci11 190 1900 si st si
C12 60 600 NO st NO

@ Valor CMI de 0.1 mg L, tomado de Chen y cols. [256].

El analisis de los resultados mostrados en la Tabla VIII.14 revela que 8 de los
12 pacientes en estudio alcanzan concentraciones adecuadas de CASP para el
tratamiento de la infeccién fungica por Candida albicans (67 % de los pacientes
monitorizados presentan un valor AUC/CMI superior a 865). Por otro lado,
Unicamente 4 los pacientes monitorizados presentarian concentraciones de CASP
adecuadas para el tratamiento de la infeccidon por Candida parapsilosis (33 % de
pacientes monitorizados presentan un valor AUC/CMI superior a 1185). En el caso de
infeccion por Candida glabrata, todos los pacientes en estudio presentarian
concentraciones de farmaco adecuadas para su tratamiento (100 % de pacientes

monitorizados presentan un valor AUC/CMI superior a 450).

Los resultados obtenidos en este apartado ponen de manifiesto que el empleo
de la pauta de dosificacion estandar que figura en la ficha técnica de Cancidas® podria
dar lugar a una infradosificacion en pacientes criticos cuando se emplean los criterios
mencionados. Estos resultados son consistentes con otros estudios encontrados en
la bibliografia [114, 458-462].

Muchos autores explican que el motivo de esta infradosificacion podria ser la
elevada variabilidad farmacocinética interindividual de CASP encontrada en este tipo
de pacientes [114, 460-461], causada por una fisiopatologia caracterizada por la
disfuncién y/o alteracion de la actividad de diferentes 6rganos [463]. El efecto
derivado de una exposicion insuficiente a CASP, tiene como consecuencia una

reduccion de la mejoria clinica por fracaso terapéutico en el tratamiento de la
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infeccion flngica en pacientes criticos [257, 464-465]. También existe suficiente
evidencia que muestra una relacién entre la infradosificaciéon y la aparicion de

resistencias a los antifingicos empleados [466-468].

En este sentido, algunos autores han sugerido el empleo de dosis superiores
a la dosis estandar, especialmente en aquellos tratamientos antifingicos dirigidos
frente a infecciones por Candida spp. con valores de CMI mas altos y, por tanto,
menos sensibles [469]. Asi, estos autores inciden en la consecucidn una mayor
exposicion al farmaco, cuando se emplea una dosis de carga inicial de CASP de 100
mg cada 24 h. Martsdn y col. proponen una dosis alternativa consistente en una
carga inicial de CASP de 2 mg kg! seguida de una dosis de mantenimiento de 1.25
mg kg que podria dar lugar a concentraciones adecuadas de CASP en un 95 % de
pacientes [459]. Por otro lado, el estudio CASPOLOAD publicado recientemente
recomienda la administracién de una dosis de carga inicial de CASP de 140 mg cada
24 h [470]. Los autores de este estudio justifican el empleo de esta dosis de carga
inicial en la consecucion rapida de concentraciones adecuadas de farmaco, capaces
de cubrir hasta un 90 % de las cepas de Candida spp., y reduciendo la mortalidad
por sepsis o choque séptico. Una de las conclusiones recogidas en el Infectious
Diseases Self-Assessment Program, publicada por Robert y col., se fundamenta en
que el empleo de una Unica dosificacion estandar basada en la estrategia one-dose-
fits-all (una dosis valida para todos los pacientes) podria no ser acertada por dar
lugar a fendmenos de infradosificacion y fracaso terapéutico en el tratamiento de la

infeccion fungica en pacientes criticos [41].

Por todo lo anteriormente expuesto, y en ausencia de datos de prediccion
clinica que permitan una optimizacion en la dosificacidon de CASP, una estrategia
adecuada se basaria en la implementaciéon de un programa de prescripcidon o ajuste
de dosis mediante la monitorizacién de CASP en el paciente critico, tal y como

recomiendan numerosos autores [114, 458-460, 471], y en el estudio DALI [34].

197



Capitulo VIII

VIII.5.- Conclusiones

De los resultados obtenidos de este capitulo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El tratamiento de las muestras de plasma propuesto para la determinacién
cromatografica de CASP que consiste en la precipitacién de las proteinas con
ACN/acido férmico (99.9:0.1, v/v), y procesado sin filtrar del sobrenadante
obtenido, proporciona valores de recuperacion satisfactorios (> 90%) en tiempos
adecuados (5 min) para su implementacion en analisis de rutina de un laboratorio

hospitalario.

* Las condiciones cromatograficas (fase movil: tampdn fosfato 0.05 M (pH =
3.0)/ACN (60:40, v/v); fase estacionaria: C18; detecciéon fluorimétrica con
longitud de onda de excitacidon/emision de 220/304 nm; flujo: 1 mL min?)
propuestas para CASP proporcionan tiempos de retencidon adecuados (< 6 min)

para su implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

* La validacién completa (LLOQ, aceptabilidad de la curva de calibrado, exactitud,
precision, selectividad, integridad de dilucion, efecto memoria, estabilidad del
analito a corto y a largo plazo en las condiciones de almacenamiento y en el
inyector automatico) del método cromatografico desarrollado para Ila
determinacion de CASP en muestras de plasma de pacientes criticos es conforme
a los criterios de aceptacion de la EMA; por tanto, es adecuado para su
implementacién en el laboratorio de la Unidad de Farmacocinética Clinica del
Hospital Clinico Universitario de Valencia para la monitorizacion de CASP en

pacientes criticos.

* El método desarrollado se aplicé a la monitorizacion de CASP en plasma de
pacientes criticos ingresados en la UCI del Hospital Clinico Universitario de
Valencia. La estimacion de la exposicion a CASP mediante los criterios
actualmente empleados en la bibliografia, comparacién Cmin — CMI y cociente
AUC/CMI obtenido mediante analisis farmacocinético no compartimental, ha
evidenciado un posible fendmeno de infradosificacion para los pacientes que
siguen la pauta de dosificacion estandar de Cancidas® (CASP) empleada para el

tratamiento de las infecciones flingicas mas habituales del entorno hospitalario.
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Antifiingicos II: anidulafungina

IX.1.- Introduccion
IX.1.1.- Caracteristicas generales

ANI es un antifungico perteneciente al grupo de las equinocandinas (ver Tabla
1.3). Es un compuesto de origen semisintético en cuya estructura quimica se ha
sustituido la cadena lateral de &cido linoleico, presente en la equinocandina B
originaria, por una cadena lateral altamente apolar [472], basada en una estructura
alcoxi-trifenilica, que permite su intercalacion en la bicapa fosfolipidica de la
membrana celular (ver Tabla IX.1) [256, 473]. Dicha modificacién estructural
confiere a esta molécula un mayor Vg4, una mayor actividad farmacoldégica y un
espectro de actividad antifingica mas amplio en comparacion con otras

equinocandinas empleadas a nivel clinico [474].

El mecanismo de accién de ANI es el mismo que el comentado para la

equinocandina CASP y otras equinocandinas en el apartado VIII.1.3 [475].

IX.1.2.- Propiedades fisicoquimicas

En la Tabla IX.1 se muestra la estructura y algunas propiedades fisicoquimicas
de ANI. Como se puede observar, es un compuesto moderadamente hidrofobico (logP
= 1.9) y posee en su estructura un grupo hidroxilo con un valor de pKa de 9.5, por

tanto, a valores de pH inferiores a 9.5 predomina su forma neutra.

Tabla IX.1.- NUmero registrado en el CAS, estructura quimica, logP, pKa y Mr de ANI.

Compuesto
(N©° CAS)

R NN
”' ‘SUHB"" OH O O
ANI OYH“ O
m >k 1.9 9.5 1140.2
OH DDOW

(166663-25-8)
HO o "o

@ Valor estimado con el programa ALOGPS 2.1 disponible on-line en http://www.vcclab.org/lab/alogps/. ®
Valor estimado con el programa ChemAxon disponible on-line en la base de datos ChemSpider
(http://www.chemspider.com).

Estructura logP? pKa® M:
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IX.1.3.- Espectro antimicrobiano

En la Tabla IX.2 se muestra el espectro de actividad antifungico de ANI [439].

Tabla IX.2.- Espectro de actividad antifingico de ANI

= Especies del género Candida spp. (Candida dubliniensis, Candida albicans, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei). Actividad parcial frente a Candida
parapsilosis o Candida guillermondii

= Aspergillus fumigatus

= Pneumocistis jirovecii

IX.1.4.- Perfil farmacocinético

ANI presenta un perfil farmacocinético lineal para un intervalo amplio de dosis
(15-130 mg cada 24 h), asi como una baja variabilidad interindividual. Tras una dosis
de carga inicial de 70 mg durante las primeras 24 h se alcanza el estado estacionario
durante el primer dia de tratamiento. Este farmaco sufre un proceso de
biotransformacién lento que da lugar a un derivado peptidico inactivo que se excreta
a través de la bilis [476]. Desde el punto de vista clinico es importante resaltar que

ANI no interacciona con las isoenzimas del citocromo P450 [476].

El perfil farmacocinético de ANI estd caracterizado por una semivida de
distribuciéon rapida (0.5-1 h), y un V4 equivalente al volumen total de fluidos
corporales (30-50 L). Aungue se sabe que la tasa de unién de este farmaco a las
proteinas plasmaticas es alta (superior al 99 %), todavia no se han realizado estudios
sobre la distribucién de ANI en diferentes tejidos por lo que no existen datos sobre
su penetracién en fluido cerebroespinal o de difusién a través de la barrera
hematoencefalica [477]. Se ha estimado el Cl de ANI en 1 L h!, con una semivida
plasmatica de eliminacidon de 24 h como fase inicial seguida de una fase terminal de
unas 40-50 h. El valor medio de Cmax Y Cmin, tras una dosis estandar (una dosis de
carga inicial de 200 mg cada 24 h, seguida de una dosis de mantenimiento de 100
mg cada 24 h) esde 7 mg L't y 3 mg L, respectivamente. Aproximadamente el 30
% de la dosis administrada se elimina por heces, y de ese porcentaje un 10 % lo
hace de forma inalterada. Menos del 1 % se excreta por orina, indicando un Cl renal

practicamente insignificante.

Al igual que el resto de equinocandinas, ANI presenta una baja
biodisponibilidad oral (2-7 %). Por ello, su administracion debe realizarse

exclusivamente por via intravenosa [474].
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IX.1.5.- Perfil farmacodinamico

Al igual que con el resto de equinocandinas, y para un intervalo amplio de
concentraciones, ANI presenta un efecto antifungico dependiente de la concentracién
frente a muchas especies del género Candida spp.. Se ha observado que la eficacia
antifUngica esta principal y directamente correlacionada con la relacion Cmax/CMI,
aunque tambien y en menor medida con AUC/CMI [255, 478-479]. ANI, al igual que
en otras equinocandinas, presenta un marcado efecto postantifingico caracterizado
por un mantenimiento de la actividad farmacoldgica aun cuando las concentraciones
de farmaco en sangre son bajas. Este efecto es directamente proporcional a la
concentracion plasmatica de fadrmaco alcanzada previamente [480-481]. Teniendo en
cuenta esta caracteristica, es interesante valorar el empleo de intervalos de

dosificacion extendida como opcién para administrar ANI [482-484].

Aungue la incidencia en la aparicion de resistencias hacia los antifungicos es
por lo general poco habitual, varios autores han tratado sobre su potencial aparicidon
en equinocandinas [485-489]. En este sentido, cobra especial importancia la
mutacion de los genes FKS1 y CDR1P, que se han asociado a una reduccion
significativa de la susceptibilidad a equinocandinas asi como la aparicion de sistemas
o bombas de expulsion de farmaco insertados en la pared celular del hongo que

contribuyen a neutralizar la accion antifingica [256, 485, 490-492].

IX.1.6.- Perfil de seguridad

Los eventos adversos encontrados en pacientes que han recibido ANI son poco

frecuentes [493]. En la Tabla IX.3 se muestran los mas frecuentes [493].

Tabla IX.3.- Eventos adversos mas frecuentes asociados al tratamiento con ANI [493].

Evento adverso

= Hipotension
= Gastrointestinales: nauseas, vomitos y diarrea

= Eventos adversos de laboratorio: hipocalcemia, aumento de niveles de y-glutamil
transferasas, aspartato aminotransferasas, fosfatasas alcalinas y de bilirrubina

= Respiratorios: disnea
= Mucosidad y mareos (durante la perfusion intravenosa)

Por lo general, se ha visto que la frecuencia en la aparicion de eventos

adversos es similar para todas las equinocandinas [493].
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IX.2.- Objetivos

En este capitulo, para la consecucién del objetivo general de esta Tesis

Doctoral, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Puesta a punto de un método cromatografico para la determinacion de ANI en
muestras de plasma utilizando una columna C18 y deteccidon espectrofotométrica
en el UV-Vis. Para la consecucion de este objetivo, de modo similar al resto de
capitulos, se realiza un estudio para la seleccion de la composicion de la fase
moévil hidroorganica y del tratamiento de las muestras de plasma. El método debe
estar validado (conforme a los requerimientos de la EMA), ser rapido y sencillo
para su implementacion en andlisis de rutina en la Unidad de Farmacocinética

Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Evaluacion del impacto de la ECMO en la farmacocinética de ANI. Para la
consecucién de este objetivo se realiza un estudio del perfil farmacocinético de
ANI (mediante analisis farmacocinético no compartimental) en un paciente critico
ingresado en la UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia bajo tratamiento

con este antifingico y sometido a ECMO.
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IX.3.- Experimental

La instrumentacion, los reactivos, la preparacion de las disoluciones utilizadas
para la preparacién de las fases moviles, los procedimientos seguidos para el
acondicionamiento del sistema cromatografico, para la validacion del método
desarrollado segun las recomendaciones de la EMA, para el aseguramiento interno
de la calidad y para el analisis farmacocinético, asi como los programas informaticos
empleados en este capitulo, se muestran en el Capitulo III. A continuacion, se

muestran los detalles no descritos en dicho capitulo.

IX.3.1.- Preparacion de patrones de calibracién y controles

Para la preparacion de las disoluciones de ANI se empled la especialidad
farmacéutica para uso intravenoso que se indica en la Tabla IX.4. Se prepararon
diariamente disoluciones de trabajo por disolucién de la cantidad adecuada de polvo
en agua ultrapura, en las concentraciones indicadas en la Tabla IX.4. Las disoluciones

se almacenaron a 4 °C en oscuridad.

Tabla IX.4.- Especialidad farmacéutica, distribuidor comercial, concentracién de las
disoluciones de trabajo y de los controles para la validacion del método. LLOQ: limite de
cuantificacion inferior. ULOQ: limite de cuantificacion superior.

Especialidad farmacéutica Concentracion (mg L)

= Disolucién de trabajo: 3000 @
= Controles para la validacién:

Ecalta® IV 100 mg — Curva de calibrado: 0.5(LLOQ), 1, 2, 4, 6, 8, 10
Observaciones: polvo para disolucion y 12 (_ULOQ) o

concentrada para perfusion — Exactitud y precision: 0.5, 1.5, 6 y 10
Distribuidor: Pfizer Europe MA, EEIG| - Selectividad: 0.5

(Bruselas, Bélgica) — Integridad de dilucién: 13.5

— Efecto memoria: 12
— Estabilidad: 1.5y 10

3 Preparacion semanal

Como se puede observar en la Tabla IX.4, se prepararon ocho controles para
la validacién de la curva de calibrado por diluciéon de la disolucién de trabajo en
plasma de sujetos sanos. Estas concentraciones son las que se utilizaron para la
construccién de las rectas de calibrado. De manera similar, se prepararon los
controles empleados para la validacién de la precision, exactitud (veracidad en el
contexto de las normas ISO 17025 y ISO15189), selectividad, integridad de dilucion,
efecto memoria, asi como para la validacion de la estabilidad del analito en las

disoluciones de plasma y en el inyector automatico. Estas concentraciones se
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seleccionaron teniendo en cuenta las recomendaciones de la EMA indicadas en la
Tabla 1.5 [246].

IX.3.2.- Preparacion de las disoluciones para perfusiéon intravenosa

La especialidad farmacéutica administrada por via intravenosa al paciente es
Ecalta® IV 100 mg (ver Tabla IX.4). Las disoluciones de ANI para perfusiéon
intravenosa se prepararon siguiendo las recomendaciones del fabricante por
disolucién del contenido de los viales en una disolucidn para perfusion de NaCl al 0.9

% (m/v) o dextrosa al 5 % (m/v). La concentracion final de ANI fue de 770 mg L.

IX.3.3.- Procedimientos
IX.3.3.1.- Dosificacion de pacientes y tiempos de muestreo

En este capitulo se estudia un paciente (de 69 afios) critico ingresado en la
UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia sometido a una ECMO que emplea
una membrana de ventilacién de polimetilpenteno (Novalung iLA Activve™) a flujos

de sangre y de gas de 4.5 L min'' y 4 L min™, respectivamente.

Siguiendo las recomendaciones del fabricante de Ecalta®, todas las
disoluciones (apartado IX.3.2) se administraron inmediatamente tras su preparacion.
La pauta general de dosificacion de ANI en el paciente del estudio fue de una dosis
de inicio de 200 mg en las primeras 24 h, seguida de dosis posteriores de
mantenimiento de 100 mg cada 24 h. La administracién de la medicacion se realiz

mediante perfusiones intravenosas de 60 min de duracion.

Para la monitorizacién de ANI en el paciente en estudio, una vez alcanzado el
estado estacionario en la etapa de mantenimiento (dia 7 desde el inicio del
tratamiento), se extrajeron muestras de sangre arterial previamente a la ECMO y
muestras de sangre venosa posteriormente a la ECMO. Estas muestras se extrajeron
inmediatamente antes de la administracién de la siguiente dosis, es decir, a las 0 h,
y a las 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 24.0 h (Cmin) tras la administracién de la
misma. La toma de muestras se realizé siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado III.3.5.
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IX.3.3.2.- Tratamiento de las disoluciones de plasma

Las disoluciones de plasma (controles, blancos y muestras) se sometieron al
siguiente tratamiento: en primer lugar, se tomaron 500 pL de plasma y se
precipitaron las proteinas por adicion de 1000 uL de ACN/acido férmico (99.9:0.1,
v/v). La mezcla resultante se agité con un agitador vorticial durante 20 s y a

continuacion, se centrifugd a 10800 rpm durante 5 min.

IX.3.3.3.- Condiciones cromatograficas

Para la determinacién de ANI se utilizé el equipo cromatografico de mdédulos
integrados Waters. Se utilizé una columna C18 XBridge (150 x 4.6 d.i. mm, 5 um) y
una fase moévil compuesta por una disolucion tampoén fosfato 0.05 M (pH 3)/ACN
(40:60, v/v). La velocidad de flujo de la fase movil fue de 1 mL min! y el volumen
de inyeccién de 10 pL. Las separaciones se realizaron a una temperatura de 25 °C.

La deteccion espectrofotométrica se efectud en el UV-vis a 299 nm.
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IX.4.- Resultados y discusion

IX.4.1.- Desarrollo de un método cromatografico para la determinacién de
ANI en muestras de plasma

IX.4.1.1.- Composicion de la fase mévil

ANI es un compuesto moderadamente hidrofébico y se encuentra en forma
no ionizada en todo el intervalo de pH de trabajo de las fases estacionarias de silice
enlazadas (pH ~ 3-9, ver apartado IX.1.2). Como se puede observar en la Tabla 1.4,
en la mayoria de los métodos cromatograficos publicados en la bibliografia para la
determinacion de ANI en muestras de plasma, se utilizan fases estacionarias C18 y
fases moviles hidroorganicas a valores de pH acido con ACN como modificador
organico [221, 224, 226, 232-234, 237, 239-241, 245].

Por todo lo expuesto, se estudié la retencidn y la simetria de los picos en fases
moéviles que contenian tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0) y ACN en proporciones
variables (40-60 %, v/v). En la Figura IX.1 se muestran los cromatogramas
obtenidos. Como se puede observar, con todas las fases moviles ensayadas se
obtuvieron valores de tr < 10 min, satisfactorios para analisis de rutina. Para reducir
el tiempo de analisis, se selecciond para futuros estudios a priori la fase mévil que
contiene tampdn fosfato (pH 3.0)/ACN (40:60, v/v), sin descartar la necesidad de
realizar reajustes en su composicion debido a la complejidad de la matriz de las
muestras de plasma. En las condiciones seleccionadas se obtuvieron los siguientes

parametros cromatograficos: tr = 6.3 min, k = 2.3y A/B = 1.01

0.0055 ﬂ
. 3

3 0.004
[}
T
5
_20.0025 1
o 2
@
2
<
0.001 4
L 1
-0.0005 T T T T T T \
/] 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

Figura IX.1.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccidon de una disolucién acuosa de
1 mg L't de ANI. La composicién de las fases moviles ensayadas fue: (1) 60:40, (2) 50:50 y
(3) 40:60 tampdn fosfato 0.05 M (pH 3.0)/ACN (v/v). El resto de condiciones cromatograficas
se indican en el apartado IX.3.3.3.
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IX.4.1.2.- Tratamiento de las muestras de plasma

Antes de investigar el tratamiento de las muestras de plasma, se evalud la
posible retencién de ANI en los filtros de jeringa. De modo analogo a los capitulos
anteriores, se estudiaron filtros de diferente naturaleza (ver apartado III.1): Nylon®
(0.45 pm de didmetro de poro), PTFE y PVDF (ambos con 0.22 um de diametro de
poro). Se inyectaron disoluciones acuosas de 10.00 mg L' de CASP antes y después
de la filtracidon y se estimo la recuperacion a partir de los valores de area de los picos
cromatograficos. Todas las experiencias se realizaron por triplicado. En la Tabla IX.5
se muestran los resultados obtenidos. Como se puede observar, existe una pérdida
significativa de ANI en todos los filtros ensayados. Por lo que a priori se optd por no
filtrar las muestras de plasma al igual que para la equinocandina CASP (ver apartado
VIIL.4.1.2.).

Tabla IX.5.- Efecto de la naturaleza del filtro empleado sobre la recuperacion.

Naturaleza del filtro Recuperacion (%) 2

Nylon® (diametro poro = 0.45 um) 40+ 3
PTFE (didmetro poro = 0.22 um) 22 £ 4
PVDF (diametro poro = 0.22 um) 836

@ Media + desviacion estandar de las tres réplicas realizadas

Como se muestra en la Tabla 1.4, de modo similar a los capitulos anteriores,
en la mayoria de métodos publicados en la bibliografia para la determinacion
cromatografica de ANI en muestras de plasma, para la preparacion de la muestra se
ha empleado fundamentalmente la precipitacion de proteinas plasmaticas con ACN
[225, 232, 237, 239, 241], MeOH [238, 243-245], o mezclas de uno de ellos 0 ambos
con acido formico en pequefia proporcion (0.5 %, v/v) [221, 226, 233, 235, 240].
Por este motivo y teniendo esto en cuenta los buenos resultados obtenidos en
capitulos anteriores con ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v), en el presente capitulo
se ensayd también esta mezcla binaria como reactivo precipitante de proteinas
plasmaticas. También de modo analogo a otros capitulos se empled una relacién
muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 uL de plasma/1000 uL de reactivo precipitante). Los
experimentos se realizaron por triplicado. Puesto que la disolucién de inyeccion no
se filtra, se extremaron las precauciones para tomar las alicuotas de las disoluciones

sobrenadantes y evitar la inyeccién de particulas de precipitado.

En la Figura VIII.2 se muestran los cromatogramas obtenidos para blancos de
muestras de plasma sin aditivar y aditivados con 5 mg L* de ANI tras la realizacidon

del tratamiento indicado. Como se puede observar, si se comparan los
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cromatogramas de los blancos de plasma aditivados y sin aditivar, no se observa

coelucién de compuestos enddégenos presentes en el plasma con ANI.

0.016 A

0.011 A

'
0.001 - EA /\ 2

-0.004

Absorbancia (UA)

o 2 4 6 8 10 12

Tiempo (min)

Figura IX.2.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1) blanco
de plasma y (2) de blanco de plasma aditivado con 5 mg L' de ANI tras la precipitacion de
las proteinas plasmaticas con ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v). Se empled una relacion
muestra/reactivo 1:2 (v/v) (500 uL de plasma/1000 uL de reactivo precipitante). Las
condiciones cromatograficas se indican en el apartado 1X.3.3.3.

Con el tratamiento de muestra consistente en la precipitacion de las proteinas

plasmaticas se obtuvieron resultados satisfactorios:
= Recuperacién (media + desviacidn estandar de tres réplicas) = (98.2 = 1.1)%
= A/B=1.01

Durante la realizacion de todos los ensayos de este apartado, la presiéon del
sistema cromatografico se mantuvo ~ 1800 (con un flujo de 1 mL min), lo que pone
de manifiesto la compatibilidad del tratamiento realizado con el sistema
cromatografico empleado.
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IX.4.2.- Validacion del método desarrollado

En el apartado III.3.3 se describen los procedimientos seguidos para la
validacion de los métodos desarrollados segln la guia de la EMA (ver Tabla 1.5). En
la Tabla IX.4 se muestran los valores de concentracion de cada uno de los controles
utilizados para la validacion de cada una de las caracteristicas analiticas de los
métodos. En el cuadro IX.1 se muestran los resultados obtenidos. Como se puede
observar, los resultados obtenidos para los controles utilizados en la validacion de
todas las caracteristicas analiticas son conformes a los criterios de aceptacién de la
EMA con lo que se puede dar por validado el método analitico propuesto para su
implementacion en analisis de rutina en laboratorio de la Unidad de Farmacocinética

Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Es importante destacar que ANI fue estable en plasma hasta 7 y 30 dias de
almacenamiento a 4 °C y -20 ©°C, respectivamente (Tabla IX.10). Sin embargo, el
valor de Er obtenido a 4 °C a los 7 dias fue de -14.0 %. Por todo lo expuesto, se
decidié incluir en el procedimiento de trabajo el almacenamiento de las muestras

extraidas a -20 °C un maximo de 30 dias o0 a 4 °C maximo un dia.

En algunos procedimientos cromatograficos publicados en la bibliografia para
la determinacion de ANI en muestras de plasma en los que se realiza una
precipitacion de las proteinas con un disolvente organico (ej., MeOH, EtOH o ACN),
emplean sistemas automaticos de inyeccidn con termostatizaciéon y recomiendan
mantener una temperatura de 10 °C en el inyector durante un periodo maximo de
24 h. En estas condiciones se observa una degradacion de ANI inferior al 10 % [221,
243]. Por este motivo, en esta Tesis Doctoral, puesto que no se dispone de un
inyector automatico con sistema termostatizado, para llevar a cabo el estudio de
estabilidad de ANI en las disoluciones de la muestra tratadas, se siguié el siguiente
procedimiento: se prepard una disoluciéon a 10 mg L' de ANI en matriz plasma y se
sometié al tratamiento seleccionado. A continuacién, se tomaron dos alicuotas del
sobrenadante, una de ellas se almacend a 4 °C mientras que la otra se mantuvo en
el inyector automatico a temperatura ambiente durante los tiempos indicados en la
Tabla IX.11. Las muestras conservadas a 4 °C se mantuvieron a temperatura

ambiente maximo 10 min antes de su inyeccion.

Como se puede observar en la Tabla IX.11, para todas las muestras
almacenadas a 4 °C se obtuvieron valores de E- < £1.0 %, por tanto, éstas son
estables segun el criterio de conformidad de la EMA. Por el contrario, se obtuvieron
valores de Er proximos y superiores a -15 % a las 2 y 4 h, respectivamente, de
almacenamiento en el inyector automatico a temperatura ambiente. Por este motivo,

se decidié almacenar a 4 °C las muestras tratadas por un tiempo maximo de 4 h.
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Cuadro IX.1.- Resumen de los resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado para
la determinacién de ANI.

LIMITE DE CUANTIFICACION INFERIOR (LLOQ)

CONCENTRACION:
= LLOQ practico prefijado: 0.50 mg L'* (0.17 mg L en la disoluciéon de medida)

RESULTADOS:
= Sefial (LLOQ) / Sefial(blanco) > 9

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (LLOQ) > 5-Sefial (blanco)): SI ¥
LINEALIDAD Y ACEPTABILIDAD DE LA CURVA DE CALIBRADO

INTERVALO DINAMICO LINEAL (LLOQ-ULOQ): 0.50 - 12.00 mg L* (0.17 - 4.00 mg L en las
disoluciones de medida)

RESULTADOS:
Tabla IX.6.- Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas en seis sesiones de trabajo.

Sesion bo b; R2P

1 1682 9037 0.9994
2 952 9299 0.9997
3 959 8996 0.9996
4 1291 8879 0.9998
5 1323 8751 0.997
6 1030 8767 0.997

@ Diferencias en los valores de b; < 10 %. Considerado una indicacién de una estabilidad
satisfactoria por algunos laboratorios acreditados (no es necesario realizar una calibracién en
cada sesion de trabajo si la correspondiente verificacion es conforme). Se optd por preparar
calibrados en cada sesidn e interpolar las sefiales de muestras (o controles) en la recta de la
sesidn correspondiente

b R2 > 0.995, limite usualmente exigido para la acreditacion de ensayos cromatograficos
segun la norma ISO 17025:2017

S

E, (%)
o

X
L3
X

-10 4

-15

-20

-25 T T T T T T
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Concentracion ANI (mg L)
Figura IX.3.- Valores de E; (%) obtenidos en la validacién de la aceptabilidad de la curva de
calibrado para ANI en cada una de las sesiones de trabajo: (@) sesidén 1, (m) sesion 2, (A)
sesion 3, (%) sesion 4, (®) sesién 5y (x) sesion 6. (----) Limite de aceptabilidad para los
controles cuya concentracién es igual al LLOQ (Er maximo = + 20%) y para el resto de
controles (E; maximo = + 15%) segun las recomendaciones de la EMA. Los valores de
concentracion de los controles se indican en la Tabla IX.4.

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA (E/(LLOQ) < +20%; E.(resto) < +15%): SI ¥
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Cuadro IX.1.- Cont.

EXACTITUD Y PRECISION INTRADIA E INTERDIA

RESULTADOS:
Tabla IX.7.- Evaluacién de la exactitud y precision intradia (réplicas de los controles
preparados y procesados en la misma sesion de trabajo.

C, mg L* (QC) E., % RSD, %
0.50 (LLOQ) 0.45| 0.45| 0.43| 0.45| 0.43| -11.6 2.5
1.50 (QC bajo) 1.49 1.47 1.48 1.54 1.47 -0.7 2.0
6.00 (QC medio) 6.17| 6.12| 6.09| 6.09| 6.02 1.6 0.9
10.00 (QC alto) 10.01 9.90| 9.97| 9.89| 9.86 -0.7 0.6

Tabla IX.8.- Evaluacion de la exactitud y precision interdia (controles preparados y
procesados en cuatro dias).

C, mg L* (QC) E., % RSD, %

0.50 (LLOQ) 0.45 0.49 0.42 0.45 -9.5 6.4
1.50 (QC bajo) 1.46 1.54 1.40 1.49 -1.8 4.0
6.00 (QC medio) 6.15 6.13 6.04 6.17 2.0 0.9
10.00 (QC alto) 10.09| 10.11| 10.04| 10.01 0.6 0.5

CONFORMIDAD CRITERIOS ACEPTACION EMA:
* E, (LLOQ) < +20% y E, (resto QCs) < +15%: Si ¥
* RSD (LLOQ) < 20% y RSD (resto QCs) < 15%: Si ¥
SELECTIVIDAD

RESULTADOS:
= Sefial (blanco?) / Senal (LLOQ) < 0.12

@ Muestras de 17 pacientes hospitalizados en la UCI, ninguno de ellos bajo tratamiento con
ANI pero que estaban recibiendo otros tratamientos concomitantes

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥

0.0040 -
<
20.0025
J
o
c
£0.0010 -
S0,
i | s/
2 2
-0.0005 -
1
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Figura IX.4.- Cromatogramas correspondientes a la inyeccion de una disolucion de (1) un
blanco de plasma de un paciente ingresado en la unidad de cuidados intensivos y (2) de
blanco de plasma aditivado con 0.50 mg L de ANI. Con una flecha se identifica el pico
correspondiente al analito. Ver resto de condiciones experimentales en los apartados 1X.3.3.2
y IX.3.3.3.

COMENTARIO: en los cromatogramas de todas las muestras de pacientes no se observé ningun
pico en la zona de elucién de ANI (tz ~ 6.3 min) que pueda interferir en su determinacion.

213



Capitulo IX

Cuadro IX.1.- Cont.

INTEGRIDAD DE DILUCION

RESULTADOS:
Tabla IX.9.- Evaluacién de la integridad de diluciéon. Dilucién ensayada: disolucion
analito/blanco, 1:1 (v/v).

€ final,
mg L
6.78 1.0 0.5
6.81
6.80
6.81
6.89
6.81
6.80

C inicial, C final,
mgL?? mg L*
13.50 6.75

Réplica

N|jojun |~ | W|N|F

@ Superior al ULOQ (12.00 mg LY)

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (E; < +15% y RSD < 15%): ST ¥

EFECTO MEMORIA POR ARRASTRE DE MUESTRA

RESULTADOS:
= Sefial (blanco) / Senal(LLOQ) < 0.1

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Sefial (blanco) < 0.2-Sefial (LLOQ)): Sf ¥
ESTABILIDAD

RESULTADOS:
Tabla IX.10.- Evaluacion de la estabilidad a corto y largo plazo de ANI en plasma en
diferentes condiciones de almacenamiento.

i Tiempo fle _
C, mg L almacen,amlento, Cts,
dias mg L1
QC bajo 0 1.44 + 0.08 -4.0 1.44 + 0.08 -4.0
(1.50) 1 1.37 £ 0.05 -8.7 1.38 + 0.07 -8.0
4 1.31+0.05 -12.7 1.36 + 0.06 -9.3
7 1.29 + 0.05 -14.0 1.39 £ 0.03 -7.3
14 - - 1.38 £ 0.04 -8.0
30 - - 1.39+0.03 -7.3
QC alto 0 9.9+0.1 -1.0 9.90 + 0.10 -1.0
(10.00) 1 9.9+0.1 -1.0 10.0 £ 0.3 0.4
9.91 + 0.07 -0.9 10+0.3 -0.4
7 9.8 +0.3 -2.0 9.9 + 0.4 -1.5
14 - - 10+ 0.4 -0.5
30 - - 10.2+ 0.4 1.6
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Cuadro IX.1.- Cont.

ESTABILIDAD (cont.)

Tabla IX.11.- Evaluacion de la estabilidad en el inyector automatico de ANI tras el
tratamiento de muestra desarrollado.

Tiempo de T ambiente

almacenamiento, C:ts,

h mg L1
QC alto? 0.0 10.10 £ 0.10 -1.0 10.10 £ 0.10 1.0
(10.00) 0.5 9.8+0.2 2.0 | 9.90+0.10 -1.0
1.0 9.3 +0.09 -7.0 10.10 £ 0.10 1.0
2.0 8.70 £ 0.10 -13.0 10.10 £ 0.10 1.0
4.0 6.2+0.2 -38.0° 10.0+ 0.2 0.0

@ No se pudieron realizar los experimentos con QC bajo debido a problemas de disponibilidad
b Valor no conforme al criterio de aceptacion de la EMA (E; < £15%)

¢ Después del tratamiento de las muestras, las disoluciones se almacenaron a 4 °C a los
tiempos indicados y se mantuvieron a temperatura ambiente maximo 10 min antes de su
inyeccion

CONFORMIDAD CRITERIO ACEPTACION EMA (Er £ £ 15 %): en inyector 4 h a temperatura
ambiente: NO % Resto de condiciones: Sf ¥

Simbolos y acrénimos: by: ordenada en el origen. b;: pendiente. C: concentracién preparada. ¢:
concentracion encontrada. E;: error relativo. QC: control. R: réplica. R?: coeficiente de
determinacion. RSD: desviacidn esténdar relativa. ULOQ: limite de cuantificacién superior.

IX.4.3.- Monitorizacion de ANI en un paciente critico hospitalizado en la UCI
del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Analisis farmacocinético no

compartimental

De modo analogo a otros capitulos de esta Tesis Doctoral, simultaneamente
al analisis de muestras de plasma del paciente en estudio se realizaron actividades
(verificacidén y control) para el aseguramiento interno de la calidad de los resultados
obtenidos (ver apartado II1.3.4).

El método cromatografico desarrollado y validado se aplicé a la monitorizacién
de las concentraciones plasmaticas de ANI en un paciente critico ingresado en la UCI
sometido a una ECMO bajo tratamiento con la especialidad farmacéutica Ecalta® (ver
detalles sobre la especialidad, pauta posoldgica y tiempos de muestreo en la Tabla
IX.4 y el apartado IX.3.3.1).

En la Figura IX.5 se muestra, a modo de ejemplo, el cromatograma obtenido
para una de las muestras del paciente bajo tratamiento con Ecalta® junto con los
cromatogramas correspondientes a los controles de ANI obtenidos en la misma sesiéon

de trabajo.
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Figura IX.5.- Cromatogramas correspondientes a la determinacién de ANI en los controles
(1) QC bajo (1 mg L1), (2) QC alto (10 mg L) y (3) de sangre arterial extraida a las 1.5 h
tras la administracion de Ecalta® al paciente critico ingresado en la UCI en estudio (Ci.5n = 5.6
mg L ANI, ver Tabla IX.12). Con una flecha se identifica el pico correspondiente a ANI. El
tratamiento de las disoluciones de plasma y las condiciones cromatograficas se indican en los
apartados IX.3.3.2 y IX.3.3.3, respectivamente.

En la Tabla IX.12 se muestra, para cada tiempo de muestreo, los valores de
concentracion plasmatica estimados para ANI, tanto para muestras de sangre arterial
y venosa. Como se puede observar, no existen diferencias significativas entre los
resultados correspondientes a muestras de sangre arterial y venosa extraidas al

mismo tiempo tras la administracion de la dosis de Ecalta®.

Tabla IX.12.- Valor medio junto con su desviacion estandar de las concentraciones
plasmaticas arteriales y venosas de ANI estimadas a los distintos tiempos de muestreo para
el paciente critico en estudio sometido a ECMO.

C+s, mglL!

Tiempo de muestreo, h

Arterial Venosa

0.0 2.43 +0.09 2.431 +0.011
0.5 7.31+0.12 7.44 + 0.09
1.0 6.47 + 0.04 6.41 + 0.04
1.5 5.62 £ 0.11 5.70+0.12
2.0 5.12 5.30 £ 0.09
4.0 4.32 + 0.08 4.40 £ 0.11
6.0 4.05 +0.04 4.0°

8.0 3.85+0.08 3.97 £ 0.02
24.0 2.46 + 0.09 2.19£0.08

a No se pudieron realizar réplicas debido a que no se disponia de un volumen sangre suficiente.
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Se realizéd un andlisis farmacocinético no compartimental a partir de las
concentraciones plasmaticas de ANI mostradas en la Tabla IX.12 (ver apartado
IT1.3.5 y III.4). Los valores de Cmax Y Cmin Se estimaron directamente del perfil
concentracion plasmatica-tiempo (ver Figura IX.6). Los valores de AUC, Cl, semivida
plasmatica de eliminacién y V4 (ver Tabla IX.12) se estimaron utilizando los criterios
descritos en el apartado III.4. No se observaron diferencias entre los valores de AUC
de sangre arterial y venosa (107 vs. 111 mg h L!, respectivamente), ni entre sus
respectivas concentraciones plasmaticas (Figura IX.6). Debido a la similitud en los
valores de concentracién de ANI correspondientes a muestras de sangre arterial y
venosa anteriormente comentada (ver Tabla IX.12 y Figura IX.6), en la Tabla IX.13

solo se han incluido las estimaciones realizadas a partir de los datos arteriales.

Concentraciéon (mg L)

T
0 5 10 15 20 25
Tiempo (horas)

Figura IX.6.- Perfiles concentracion plasmatica-tiempo obtenido tras el analisis
farmacocinético no compartimental de ANI: (--%--) arterial ,(—) venoso.

Tabla IX.13.- Parametros farmacocinéticos estimados tras el analisis farmacocinético no
compartimental de ANI en sangre arterial en el paciente critico monitorizado y sometido a
ECMO.

Cl Cmax Cmin Semivida plasmatica

(Lh?) (mg L) (mg L) (h)
18.9 0.93 13.50 2.19 24

Los parametros farmacocinéticos estimados (Tabla IX.13) son similares a los
publicados en la bibliografia en pacientes criticos sometidos o no a otros tipos de
técnicas de depuracion extracorporea [494]. Con respecto al empleo de terapia

antimicrobiana en pacientes criticos sometidos a técnicas ECMO, existen numerosos
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estudios realizados en poblacién neonatal y/o pediatrica bajo tratamiento con
antibacterianos o antifingicos [63, 495], asi como en adultos tratados con
antituberculosos y antivirales [496]. Hasta la fecha, no se ha encontrado informacién
sobre la farmacocinética de ANI en el paciente critico adulto sometido a ECMO. En
cualquier caso, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral evidencian que dada
la similitud encontrada entre las concentraciones arteriales y venosas de ANI, la
técnica ECMO no influye de forma significativa sobre su farmacocinética, por lo que
en esta situacién no seria necesario el ajuste de la pauta de dosificacion estandar de
Ecalta® establecida en ficha técnica. Esta conclusién es similar a la obtenida en otros
trabajos de investigacidn con pacientes criticos sometidos a RRT en donde se ha visto
gue esta técnica no influye de manera significativa sobre la farmacocinética de ANI,
siendo pues innecesaria la modificacion de la dosis [494, 497-498]. Sin embargo,
estos resultados deberian confirmarse en futuros trabajos de investigacion o ensayos

clinicos con un tamafio muestral suficiente.
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IX.5.- Conclusiones

De los resultados obtenidos de este capitulo se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

= El tratamiento de las muestras de plasma propuesto para la determinacién
cromatografica de ANI que consiste en la precipitacién de las proteinas con
ACN/acido formico (99.9:0.1, v/v), proporciona valores de recuperacion
satisfactorios ((98.2 * 1.1)%) en tiempos adecuados (5 min) para su

implementacion en analisis de rutina de un laboratorio hospitalario.

= Las condiciones cromatograficas (fase movil: tampdn fosfato 0.05 M (pH =
3.0)/ACN (40:60, v/v); fase estacionaria: C18; deteccion UV-Vis: 299 nm; flujo:
1 mL min) propuestas para ANI proporciona tiempos de retencién adecuados
(< 7 min) para su implementacién en anadlisis de rutina de un laboratorio

hospitalario.

*» La validacién de todas las caracteristicas analiticas del método cromatografico
desarrollado para la determinacion de ANI en muestras de plasma es conforme a
los criterios de aceptacion de la EMA; por tanto, es adecuado para su
implementacion en el laboratorio de la Unidad de Farmacocinética Clinica del

Hospital Clinico Universitario de Valencia.

= La aplicacién del método desarrollado a la monitorizacion de las concentraciones
plasmaticas de ANI en un paciente critico sometido a la técnica ECMO ingresado
en la UCI del Hospital Clinico Universitario de Valencia y el analisis
farmacocinético no compartimental de los resultados obtenidos revel6é que dicho
soporte extracorporeo no influye de manera significativa sobre la farmacocinética
de ANI, resultando innecesaria la modificacion de la pauta de dosificacion
estandar de Ecalta® establecida en ficha técnica. Hasta nuestro conocimiento esta
es la primera evidencia sobre el efecto de la ECMO sobre la farmacocinética de

ANI. No obstante, este resultado deberia confirmarse en futuros estudios.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral se pueden extraer las

siguientes conclusiones generales:

* Los métodos bioanaliticos desarrollados y validados para la monitorizaciéon de
MER, PIP, CEF/TAZ, AMK, VOR, CASP y ANI en muestras de plasma cumplen con
los requerimientos para su implementacién en cualquier laboratorio del entorno
clinico. Asi, son sencillos, precisan de equipamiento y reactivos relativamente
economicos y disponibles o al alcance de cualquier laboratorio, son rapidos (< 15
min) y presentan caracteristicas analiticas ampliamente satisfactorias para su

propésito.

= Laaplicacion de los métodos cromatograficos desarrollados para la monitorizaciéon
clinica de MER, PIP, VOR y CASP en plasma de pacientes criticos ingresados en
las UCI o oncohematoldgicos evidencia una infradosificacién cuando se sigue la
pauta de dosificacién estandar para estos farmacos, lo que repercute en un peor
resultado clinico y en una mayor probabilidad de desarrollar resistencias a los
antimicrobianos. Por tanto, los métodos cromatograficos desarrollados y
validados en esta Tesis Doctoral resultan muy Utiles para realizar un reajuste

rapido de la dosificacion, esencial en el caso de este tipo de pacientes.

* Los métodos cromatograficos desarrollados para la monitorizacion de CEF
combinado con TAZ y ANI en plasma son de utilidad para investigar la influencia
de diferentes técnicas de depuracion extracorporeas sobre el perfil
farmacocinético de estos farmacos. Los resultados obtenidos para CEF combinado
con TAZ evidencian una notable pérdida de ambos farmacos cuando se emplea
RRT, lo que justifica la modificacion de la pauta de dosificacion estandar. En
cambio, no se han observado pérdidas significativas de ANI durante el empleo de
ECMO, por lo que en este caso es innecesaria la modificacién de la pauta de
dosificacion. Estos resultados son de caracter preliminar y deberian de
confirmarse en futuros trabajos de investigacién o ensayos clinicos con un tamafio

muestral suficiente.
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XII.1.- Anexo I: Nomenclatura

XII.1.1.- Abreviaturas

2-PrOH
Ac
ACN
AD

Ag
AGs
AMK
ANI
ANOVA
BEH
BLEE
BLING
C18
c4

cé

C8
CAS
CASP
CE
CEF
CEFE
CLD
CLSI
CME
CMI
CN
CRRT

CVVHDF

DAD
DAI
DEA

2-propanol

Anticuerpo

Acetonitrilo

Deteccién amperométrica

Antigeno

Aminoglucésidos

Amikacina

Anidulafungina

Analisis de la varianza

Columna con tecnologia hibrida por puentes etileno
Betalactamasas de espectro extendido
Betalactam infusion group

Octadecilsilano

Butilsilano

Hexilsilano

Octilsilano

Chemical abstract service

Caspofungina

Capillary electrophoresis. Electroforesis capilar
Ceftolozano

Cefepima

Chemiluminiscence detection. Detector de quimioluminiscencia.
Clinical and Laboratory Standards Institute
Concentracién minima efectiva

Concentraciéon minima inhibitoria

Ciano

Continuous renal replacement therapies. Terapias de reemplazo renal
continuas

Continuous venovenous hemodiafiltration. Hemodiafiltracion
venovenosa continua

Diode array detection. Detector ultravioleta de fila de diodos
Dosis con ampliacion del intervalo de administraciéon

Dietilamina
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DHP-1
DMD
DMF
DMSO
ECMO

ECOFF
EIA
ELISA

EMA
EMIT

EPIC

ESI
EtOH
EUCAST

FDA
FE
FIA
FLD
FM
FMC
FNBD
FPIA

GC
GHP
GLC
HAcO
HFBA
HFPA
HILIC

HLB

Dehidropeptidasa-1
Dosis multiples diarias
Dimetilformamida
Dimetilsulféxido

Extracorporeal membrane oxygenation. Terapia de oxigenacién
mediante membranas extracorporeas

Eucast Epidemiological Cut-OFF
Enzyme inmunoassay. Enzimoinmunoensayo

Enzyme-linked immunoassay. Ensayo de inmunosorbente unido a una
enzima

European Medicines Agency. Agencia Europea del Medicamento

Enzyme multiplied  immunoassay  technique. Técnica de
enzimoinmunoensayo homogéneo.

European Prevalence of Infection in Intensive Care - Extended Study
on Prevalence of Infection in Intensive Care

Electrospray ionization. Ionizacion por electronebulizacién.
Etanol

European Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing. Comité
Europeo del Antibiograma

Food and Drug Administration

Fase estacionaria

Fluoroimmunoassay. Fluoroinmunoandlisis heterogéneo
Fluorescence detection. Deteccidn fluorescente

Fase movil

9-fluorenilmetil cloroformato
7-fluoro-4-nitrobenz-2-oxo-1,3-diazol

Fluorescence  polarization  immunoassay. Inmunoensayo de
fluorescencia de luz polarizada

Gas chromatography. Cromatografia gaseosa

GH Polypro. Polipropileno

Gas-liquid chromatography. Cromatografia gas-liquido
Acido acético

Acido heptafluorobutirico

Acido heptafluoropentanoico

Hydrophilic interaction liquid chromatography. Cromatografia de
liguidos de interaccidn hidrofilica

Hydrophilic-Lipophilic balance. Balance hidrofilico-lipofilico
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HPLC

HTLC

IDA
IFI
i-PrOH
K>EDTA
LLE
MCX
MeOH
MER
MES
MOPS
MS
MS-MS
MTBE
NaAcO
NAC
NaHsAcO
NC

ND
NITC
OoDS
OPA
PBP
PES
PFP

PI

PIP
PTFE
PVDF
QC
RIA
RPLC

High-performance liquid chromatography. Cromatografia de liquidos
de alta resolucién

High-temperature liquid chromatography. Cromatografia de liquidos de
alta temperatura

1-metoxicarbonil indolicina-3,5-dicarbaldehido
Infecciones fungicas invasivas

Isopropanol

Etilendiaminotetraacetato dipotasico

Liquid-liquid extraction. Extraccion liquido-liquido
Mixed-mode cation exchange. Intercambio cationico
Metanol

Meropenem

Acido 2-morfolino etano sulfénico

Acido 3-morfolino 1-propanosulfonico

Mass spectrometry. Espectrometria de masas
Espectrometria de masas en tandem

Eter metil tert-butilico

Acetato de sodio

N-acetil-L-cisteina

Acetato de amonio

Nivel de confianza

No disponible

1-naftil isotiocianato

Objetivos para el Desarrollo Sostenible
o-ftalaldehido

Penicillin-binding protein. Proteinas de unién a penicilina
Polietersulfona

Columna con tecnologia pentafluorofenilo

Patron interno

Piperacilina

Politetrafluoruro de etileno

Polyvinylidene difluoride. Fluoruro de polivinilideno
Control

Radioimmunoassay. Radioinmunoensayo

Reversed phase liquid chromatography. Cromatografia Liquida de fase
inversa
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RRT
SARM
SAX
Scx
SDS
SPE
TAZ
TCA
TDM
TEA
TF
TFA
ucI
UHPLC

UV-Vis
VOR

XII.1.2.-

Renal replacement therapies. Terapias de reemplazo renal
Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Strong anion exchanger. Intercambio anidnico fuerte
Strong cation exchanger. Intercambio cationico fuerte
Sodium dodecyl! sulfate. Dodecilsulfato de sodio

Solid phase extraction. Extraccién en fase sélida
Tazobactam

Tricloroacetic acid. Acido tricloroacético

Therapeutic drug monitoring. Monitorizacion terapéutica de farmacos
Trietilamina

Tampon fosfato

Acido trifluoroacético

Unidad de Cuidados Intensivos

Ultra high-performance liquid chromatography. Cromatografia liquida
de ultra alta resolucion

Deteccion Ultravioleta/Visible

Voriconazol

Simbolos de parametros farmacocinéticos, fisicoquimicos,

cromatograficos y estadisticos

% fT
% fT>CMI

oZci
O2pi

A/B

AUC
bo
b1

Cl
Crmax
Cmin
Er(%)

Fraccion porcentual de tiempo del intervalo de dosificacion

% fT durante la cual la concentracion de antimicrobiano permanece
por encima de la CMI

Varianza residual de las concentraciones de farmaco observadas
Varianza interindividual de los pardmetros en la poblacién

Factor de asimetria, donde A y B son las semianchuras izquierda vy
derecha, respectivamente, al 10% de la altura del pico cromatografico

Area under curve. Area bajo la curva concentracién plasmatica-tiempo
Ordenada en el origen de la recta de calibrado

Pendiente de la recta de calibrado

Concentracion preparada

Concentracion encontrada

Aclaramiento

Concentracion maxima

Concentracion minima

Error relativo (%)
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LLOQ
logP
LOD
LOQ
Mr
MS;
MSrun
Nrs

Pi

Pm
pKa
R2
RSD
RSD;i
RSD-

Si
Smean?
Sr

Srun
SS

tm

tp

tr

Uref

ULOQ
V4
Vdss
Wi

Factor de retencion cromatografico

Factor de cobertura

Lower limit of quantification. Limite inferior de cuantificacion
Logaritmo de la relacién de reparto n-octanol/agua

Limit of detection. Limite de deteccion

Limit of quantification. Limite de cuantificacion

Masa molecular relativa

Cuadrado medio residual

Cuadrado medio entre dias

NUumero de réplicas realizadas

Valor farmacocinético poblacional medio

Parametro farmacocinético estimado en el individuo
Parametro farmacocinético a estimar

Menos logaritmo de la constante de acidez

Coeficiente de determinacion

Relative standard deviation. Desviacion estandar relativa
Intermediate relative standard deviation. Precision intermedia
Repetibilidad

Desviacién estandar

Precisidon intermedia

Precisidon de la media

Desviacion estandar de repetibilidad

Desviacién estandar entre dias

Suma de cuadrados

Tiempo total basico de retencién cromatografico

Tiempo de perfusion

Tiempo total de retencién cromatografico del analito
Incertidumbre estandar

Incertidumbre asociada al valor aceptado como verdadero
Incertidumbre expandida

Upper limit of quantification. Limite superior de cuantificacion
Volumen de distribucion

Volumen de distribucion en el estado estacionario

Factor de ponderacion para la incertidumbre de los datos obtenidos
experimentalmente
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XII.2.- Anexo II: Publicaciones derivadas de esta Tesis Doctoral
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Factor de impacto en Journal Citation Reports (JCR), 2016: 4.132

Categoria y posicién: Analytical Chemistry, 9/76 (Q1)

Numero de citas: 11 (consultado en diciembre de 2022)
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Care 20 (2016), 325.
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Factor de impacto en Journal Citation Reports (JCR), 2016: 5.358

Categoria y posiciéon: Critical Care Medicine, 6/33 (Q1)
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Articulo 3. Aguilar-Aguilar G., Ferriols-Lisart R., Lozano A., Ezquer-Garin C.,
Carbonell J.A., Jurado A., Carrizo J., Serralta F., Puig J., Navarro D., Alés-Almifiana
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hemodiafiltration in critically ill patients. Critical Care 21 (2017), 17.
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Factor de impacto en Journal Citation Reports (JCR), 2017: 6.425

Categoria y posicién: Critical Care Medicine, 6/33 (Q1)

Numero de citas: 15 (consultado en diciembre de 2022)

Articulo 4. Ezquer-Garin C., Ferriols-Lisart R., Alds-Almifiana M., Aguilar-Aguilar G.,
Belda-Nacher J.F., Carbonell J.A. Validated HPLC-UV detection method for the
simultaneous determination of ceftolozane and tazobactam in human plasma.
Bioanalysis 10 (7) (2018), 461-473.

DOI: https://doi.org/10.4155/bio-2017-0257

Factor de impacto en Journal Citation Reports (JCR) 2018: 2.321

Categoria y posicién: Analytical Chemistry, 37/84 (Q2)

Numero de citas: 10 (consultado en diciembre de 2022)
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Articulo 5. Aguilar G., Ferriols R., Martinez Castro S., Ezquer Garin C., Pastor E.,
Carbonell J.A., Alés M., Navarro D. Optimizing ceftolozane-tazobactam dosage in
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XII.3.- Anexo III: Documentos del Comité Etico de Investigacién Clinica

ngENFRAl,ITAT VALENCIANA — =

AOTPTTIVIVITR
HOSpEEinEEnRsrian DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA
INCLIVA
Instituto de Investigacion Sanitaria Dr. Gerardo Aguilar
1 4 Di[: 2018 Servicio de Anestesiologia y Reanimacion

ntrada/Salida
(_553501/ 3’/787

Valencia, 12 de diciembre de 2018
Estimado Dr. Aguilar,

El motivo de la presente es informarle que en la pasada reunién del Comité de fecha
29 de noviembre de 2018, se evalué su comunicacion del siguiente caso clinico, “Andlisis
Farmacocinética de Ceftolozano-tazobactam y Tedizolid En paciente critico con terapia
continua de reemplazo renal”

Tras la evaluacion se su solicitud para analizar las muestras y comunicar el
comportamiento farmacocinético de estos farmacos, y entendiendo que el analisis seria de
gran interés para la comunidad cientifica y el tratamiento de futuros pacientes, que se ha
informado a la familia, facilitando una Hoja de informacién al Representante Legal mediante la
cual ha consentido a realizar las determinaciones, acuerda informar favorablemente.

En caso de requerir informacién adicional, no dude en ponerse en contacto conmigo.
Sin otro particular, reciba un cordial saludo.
N

|
|

[
Dra. Cristina Gomis gozdtbo /

Vicepresidenta del Comité\Etico ge Investigacién Clinica con Medicamentos
Hospital Clinico Universitario de Valencia
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DIDenTITaT
GENERALITAT VALENCIANA

CONSELLERIA DE SANITAT &
Direccio General de Farmacia i Productes Sanitaris EIXIDA S L( 99 ﬁ

INCLIVA
Institute de Investigacion Sanitaria
26 HOV. 2014
Entrada/Salida N°

SJOIU (571

NORef: DGFPS/SGFPS/SAFD/CAVIME/ol

Fundacion Investigacién Clinico Valencia
INCLIVA

A/A D. Rafael Carmena Rodriguez

Av. Blasco Ibafiez 17

46010 Valencia

Adjunto remito resolucién de autorizacion de la Direccién General de Farmacia y Productos Sanitarios para
la realizacion del estudio titulado “Estudio observacional del modelo farmacocinético poblacional de
Voriconazol en pacientes con transplante alogénico de células madre hematopoyéticas”, con cédigo

protocolo CSV-VOR-2014-01.

Valencia, 18 de noviembre de 2014
LA SUBDIRECTORA GENERAL DE POSICIONAMIENTO
TERAPEUTICO Y FARMACOECONOMIA

Fdo.:

D

Misser Masco, 31 - 46010 Valéncia - Tel. 961 928 000 - Fax 961 928 799
www.san.gva.es
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z anys
DIDEeNnTITaT
GENERALITAT VALENCIANA

CONSELLERIA DE SANITAT
Direccio General de Farmacia i Productes Sanitaris

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE ESTUDIO POSTAUTORIZACION OBSERVACIONAL
PROSPECTIVO

DESTINATARIO: D. RAFAEL CARMENA RODRIGUEZ. FUNDACION HOSPITAL CLINICO
VALENCIA. INCLIVA

Vista la solicitud formulada por D. Rafael Carmena Rodriguez, en representacion de la Fundacién
Hospital Clinico Valencia INCLIVA, con domicilio a efectos de notificacién Av. Blasco Ibafiez n° 17, 46010
Valencia.

ANTECEDENTES

10- Con fecha de entrada en la Conselleria de Sanitat 14 de octubre de 2014, D. Rafael Carmena
Rodriguez, en representacion de la Fundacion Hospital Clinico Valencia INCLIVA solicita la autorizacion
para la realizacion del estudio postautorizacion observacional titulado “Estudio observacional del modelo
farmacocinético poblacional de Voriconazol en pacientes con transplante alogénico de células madre
hematopoyéticas”, con cddigo protocolo CSV-VOR-2014-01.

20-E| Comité Autondémico de Estudios Postautorizacion Observacionales de Medicamentos y Productos
Sanitarios (CAEPO), evalu el citado estudio y emitié informe favorable al Director General de Farmacia y
Productos Sanitarios por no contravenir las directrices establecidas en el articulo 24 del RD. 577/2013, de
26 de julio, del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad por el que se regula la
farmacovigilancia de medicamentos de uso humano y el articulo 8 de la Resolucién de 16 de julio de 2009,
de la Conselleria de Sanitat, de regulacién de los procedimientos, documentacion y plazos a observar en la
presentacion y modificaciones en procesos relacionados con los ensayos clinicos y estudios post-
autorizacion observacionales de medicamentos y productos sanitarios en la Comunitat Valenciana.

FUNDAMENTOS DE DERECHO

10- La Direccidn General de Farmacia y Productos Sanitarios es competente para autorizar la realizacion de
los estudios postautorizacién de acuerdo a lo dispuesto en el Decreto 4/2014, de 3 de enero, del
Consell, por el que se aprueba el Reglamento Orgénico y Funcional de la Conselleria de Sanidad.

20- RD. 577/2013, de 26 de julio, del Ministerio de Sanidad , Servicios Sociales e Igualdad por el que se
regula la farmacovigilancia de medicamentos de uso humano, establece en su articulo 24 que los
estudios postautorizacién deberan tener como finalidad complementar la informacién obtenida durante
el desarrollo clinico de los medicamentos previo a su autorizacién y queda prohibida la planificacién
realizacion o financiacién de estudios postautorizacién con la finalidad de promover la prescripcién de
los medicamentos.

30- La Orden SAS/3470/2009, de 16 de diciembre, por la que se publican las directrices sobre estudios
postautorizacion de tipo observacional para medicamentos de uso humano.

40- Decreto 73/2009, de 5 de junio, del Consell, por el que se regula la gestién de ensayos clinicos y
estudios postautorizacion observacionales con medicamentos y productos sanitarios.

Misser Masco, 31 - 46010 Valéncia - Tel. 961 928 000 - Fax 961 928 799
www.san.gva.es
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DIipenTiTaT
GENERAUTAT VALENCIANA

CONSELLERIA DE SANITAT
Direcci6 General de Farmacia i Productes Sanitaris

50- Resolucion de 16 de julio de 2009, de la Conselleria de Sanitat, de regulacién de los procedimientos,
documentacién y plazos a observar en la presentacién y modificaciones en procesos relacionados con

los ensayos clinicos y estudios post-autorizacion observacionales de medicamentos y productos
sanitarios en la Comunitat Valenciana

De conformidad con ello, la Direccidn General de Farmacia y Productos Sanitarios
RESUELVE
10- AUTORIZAR la realizacion del estudio:
Titulo: Estudio observacional del modelo farmacocinético poblacional de Voriconazol en pacientes con
transplante alogénico de células madre hematopoyéticas. Protocolo version 1.1 de 20 mayo de 2014.

HIP/CI version 1.1 de 20 mayo de 2014.
Cédigo protocolo: CSV-VOR-2014-01.

en el centro sanitario propuesto en la solicitud:

CENTROS INVESTIGADORES
Hospital Clinico de Valencia Dr. Carlos Solano Vercet

20- La realizacidn de este estudio en el centro esté condicionada a que:
e en el CRD no aparezcan datos que puedan identificar al paciente
o el Gerente del Departamento dé el visto bueno para su realizacion y firme el correspondiente
contrato con el promotor.

30- El promotor debera comunicar a esta Direccion General la fecha efectiva de comienzo del estudio en el
centro sanitario. Asimismo, enviard el informe de seguimiento anual y deberd comunicar cualquier
incidencia relevante de forma inmediata. Tras la finalizacion del estudio, entre los 3 y 6 meses siguientes,
presentara el informe final del estudio.

Contra esta Resolucién, que no pone fin a la via administrativa, podra interponerse Recurso de Alzada ante

la Secretaria Autonémica de Sanidad en el plazo de un mes a contar desde el dia siguiente al de la
recepcion de la presente notificacion.

Valencia, 18 de noviembre de 2014
EL DIRECTOR GENERAL DE FARMACIA
Y PRODUCT 0S SANITARIOS

Fdo.: Jﬁ'é‘l:ﬁis-‘rrillo Mata

Misser Masco, 31 - 46010 Valéncia - Tel. 961 928 000 - Fax 961 928 799
www.san.gva.es

284



Anexos

\\\(J[Nl_ RALITAT VALENCIANA
W

Hospital Clinic Universitari DEPARTAMENT CLINIC MALVAROSA

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D. Manuel Labiés Gomez, Secretario del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Clinico Universitario de Valencia

CERTIFICA

Cédigo de protocolo del promotor: MER-CAS-2013-01

Version/fecha del protocolo: Version 1.1 de 11 de noviembre de 2014

Hoja de informacion al paciente/sujeto (versién/fecha): Version 1.1 de 11 de noviembre de
2014

Titulo: Farmacocinética de caspofungina en pacientes sometidos a hemodiafiltracion.
Promotor: Dr. Gerardo Aguilar

El Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia en su
reunion de fecha 27 de noviembre de 2014, acta n® 298, tras la evaluacion realizada de la
propuesta del promotor relativa al estudio especificado, y teniendo en consideracién las
siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y de sus colaboradores

2. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

3. Cuestiones relacionadas con las cantidades y, en su caso, previsiones de remuneracién o
compensacion para los investigadores y sujetos del estudio y los aspectos relevantes de
cualquier acuerdo entre el promotor y el centro, que han de constar en el contrato firmado.

4. Consideraciones generales del estudio.

Emite un INFORME FAVORABLE para la realizacion de dicho estudio este centro.

Este Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Servicio de Anestésia y Reanimacion,
por el Dr. Aguilar Aguilar como investigador principal.

* Este dictamen queda condicionado a la aprobacion del Estudio por la Conselleria de Sanidad

Lo que firmo en Vgler\cia noviembre de 2014.

Secretario del Comité Etico

F-CE-GEva -14 Dictamen estudio
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K GENERALITAT VALENCIANA
N\
Hospital Clinic Universitari

Dr. D. Gerardo Aguilar
Servicio de Anestesiologia y Reanimacién
Hospital Clinico Universitario de Valencia

Estimado Dr. Aguilar,

COT

DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

Valencia, 2 de noviembre de 2016

El motivo de la presente es informarle que en la pasada reunion de fecha 27 de
octubre de 2016, se evaluaron los protocolos remitidos de los dos casos clinicos “Analisis
Farmacocinético de Tedizold durante la terapia de reemplazo renal” y “Analisis
Farmacocinético de Anidulafungina durante la oxigenacion con membrana extracorporea”.

Tras su evaluacién, se acordé informar favorablemente, al andlisis y posterior
comunicacion de los resultados farmacocinéticos de las muestras obtenidas.

En caso de requerir informacidn adicional, no dude en ponerse en contacto conmigo.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Antonio Peldez
Preside' te del Comité Etico de Investigacion Clinica
Hospital Clinigo Universitario de Valencia
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