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RESUMEN

Claudia Valeria Cruz Saucedo Fecha de Graduacioén: Diciembre, 2018
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

TiITULO DEL ESTUDIO: Efectividad terapéutica de Amikacina en pacientes
pediatricos con cardiopatias congénitas o adquiridas, evaluada por parametros
Farmacocinéticos.

Numero de paginas: 113 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacién en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propésito y Método de Estudio: Evaluar la efectividad terapéutica de
Amikacina en pacientes pertenecientes a la Unidad de Cuidados Intensivos
Post-quirtrgicos de Pediatria, de la UMAE No. 34 del IMSS, mediante la
relacion Cma/CMI, asi como parametros Farmacocinéticos, donde la Cnax se
cuantifica en plasma humano con un método analitico por HPLC-MS/MS, que
se desarrollé y validé en el laboratorio de Quimica Forense de la Fiscalia
General de Justicia del Estado de Nuevo Leon.

Contribuciones y Conclusiones: Evaluar la efectividad terapéutica de
Amikacina para establecer lineamientos para su uso racional, evitar la aparicion
de efectos adversos y la resistencia bacteriana.

FIRMA DEL ASESOR

Dra. Elida Marcela Aguilar Bravo



El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Quimica Forense del
Instituto de Criminalistica y Servicios Periciales de la Fiscalia General de
Justicia de Nuevo Ledn, bajo la direccién del Dr. C. Adolfo Caballero Quintero;
en la Unidad de Cuidados Intensivos Post-Quirldrgicos de Pediatria de la Unidad
Médica de Alta Especialidad, Hospital de Cardiologia No. 34 del IMSS a traves

del Dr. Arturo Muniz Garcia.



AGRADECIMIENTOS

A mi hijo Rubén Adrian Castilleja Cruz, por todo su amor y apoyo.

Vi



DEDICATORIAS

A mi familia y a mi hijo.

Vi



TABLA DE CONTENIDOS

Capitulo Pagina
1. INTRODUCCION. ....cuimiiieiciieeinete ettt 1
1.1. FarmacocCinética CliNiCa............ooeeeiiiiieeeeeeeeeee e 1
1.1.1. Funciones de la farmacocinética clinica..............cccccceeeeeeccnnnnnnns 1
1.2. Farmacologia pediatriCa.........cuuuiiiirieie e 2
1.3. Monitoreo Terapéutico de FAarmaco(MTF).........cccceoiiiiiiiiiiiieeeee 2
1.3.1. Justificacion del monitoreo terap@utico.........c.cccovvviieeeiiiiiciiineenn. 3
1.3.2. Monitoreo de antibidtiCoS........ovvvveeeeeeeeiiiiei e, 4
1.3.3. Técnicas para el monitoreo de farmacos...........cceceeevvvivirieeeennnn. 4
1.3.3.1. Ensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA)................ 4
1.3.3.2. Inmunoanalisis enzimatico homogeéneo...........cccccceeevennnee. 5
1.3.3.3. Ensayo homogéneo de inmunoinhibicién.......................... 5
1.3.3.4. Técnicas cromatografiCas. ........cooccueereeeieiiiiieiee e 6
1.3.3.4.1. Cromatografia de gases.........cccccuveeeeeiiiiiiiieeneennnes 6
1.3.3.4.2. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion...6
1.3.3.4.3. Espectrometria de masas (MS)..........ccccceeveieeeenn. 6
1.3.3.4.4. HPLC-MS/MS ... 7
1.4, ANtIDIOTICOS. ... 9
1.4.1. Farmacocinética y farmacodinamia antibidticos................c......... 10
1.4.2. AMINOQIUCOSIAOS. .....eeiiiiiiiiiiiie e 10
1.4.2.1. Actividad antimicrobiana.................c.ccooiiiiiiinnn. 11
1.4.2.2. Indicaciones terapéuticas.............ccooeiiiiiiiiiiiiinnns 11
1.4.2.3. Mecanismo de acCiONn...........cooviiiiiiiiiiiiieieean, 12
1.4.2.4. Modo de administracion...............ccoooiiiiiiiiiiiiiinn, 13
1.4.2.5. Régimen de administracion................coooovviiinnnn. 13
1.4.2.6. Consideraciones en pacientes pediatricos............... 14
1.4.2.7. Efectividad terapéutica................ooiiiiiiiiiin. 16
1.4.2.8. Objetivo PK/PD en la terapia con Aminoglucésidos......16
1.4.2.8.1. Concentracion Minima Inhibitoria.................. 16
1.4.2.8.2. Marcador de efectividad terapéutica.............. 16
1.4.2.9. Efecto post antibiotico.............c.cooiiiiii 17
1.4.2.10. Seguridad de la terapia con Aminoglucoésidos........... 17
1.4.2.10.1. Toxicidadrenal................cooiiiiiiiiiiiiinn. 17
1.4.2.10.2. Ototoxicidad..........coovviiiiiiiiiiiiiia. 19
1.4.2.11. Resistencia antimicrobiana..........................ooonns 20
1.4.2.11.1. Mecanismos de resistencia Aminoglucésidos
1.4.2.12. Resistencia adaptativa................ccooooiiiiiii, 22
1.4.3. AMIKACING. ... ..o 23
1.4.3.1. Farmacologia. .........ccooeiiiiii i 24



1.4.3.1.1. Parametros farmacocinétiCoS......c..cvveevvieieeeeenn... 24

1.4.3.1.2. Dosificacion y monitoreo clinico...........cc.ccccuu...e. 25
1.4.3.1.3. Ajuste de dOSIS........cceeeeiiiiiiiiiiieieee e 26
1.4.3.1.4. Indicaciones terapéuticas de Amikacina............. 27
1.4.3.1.5. Consideraciones en poblaciones pediatricas....27
1.4.3.1.6. Resistencia a Amikacina...........ccoooeeiiiiiiiiinnneeen. 28
2. ANTECEDENTES. ... .ot 29
3. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION........ccccoeueeeeeieeeeerreeenenn, 38
3.1, JUSHIFICACION. ..t 38
3.2 HIPOIESIS. ... e 39
3.3. ObJEtiVO GENEIAL..ccci i 40
3.4.0Dbjetivos SPECIfICOS. ... ..uuiiieieiiiieiiie e 40
T V)11 (oTe (o] o Te | = FHN PP PUUUPRPPPOPPPPRPP 41
4.1. Estrategia general........oooo i 41
4.2. Materiales Y MELOAOS. .....coeiiiiiiiiiieee e 41
4.2.7 . BEQUIPO. it 41
4.2.1.1 Instrumentos y herramientas............c.cccoevieienenen. 41
4.2.2. REACHVOS....cceeeeieeeeeeee ettt e e 43
4.2.3. MatErialesS......uuuiiiiiiiiiiiieeeeee e 43
4.2.4. Métodos Etapa ... 44
4.2.4.1 Preparacion de soluciones estandar, soluciones de trabajo,
reactivoS Y CONIOIES. ... ... e 45
4.2.4.2 Optimizacion manual de Amikacina en el EM-MS........... 48
4.2.4.3 Optimizacion manual de Kanamicina B en el EM-MS...... 48
4.2.4.4 Optimizacion de los parametros de la fuente de iones.....50
4.2.4.5 Condiciones Cromatograficas.............cccooovviiiiiiininan.. 51
4.2.4.6 Preparacion de la curva de calibracion........................ 51
4.2.4.7 Desarrollo del método analitico.............c.cvviiiiiinnnnn. 56
4.2.4.7 Validacién del método analitico..............ccoiiiiine. 58
425 Métodos Etapa ll.........coooiiiiiiii 62
4.2.5.1 Disefio del estudio.........c.cooeiiiiiiiiiii 62
4252 Lugarde estudio..........ooveiiiiiiiiiii 62
4.2.5.3 Poblacion de estudio...........ccoveiiiiiiiiii 62
4.2.5.4 Criterios de seleccion de la muestra............................ 62
4255 Tamanodelamuestra...........ccocoiiiiiiiiiiiiiiiiies 63
4.2.5.6 Definicion de variables. ..o 63
4.2.5.7 Descripcion general del estudio.............c.cooeiiiiiiinn, 63
4.2.5.8 Analisis Estadistico............cocooiiiiii, 64
4.2.5.9 ASPECtos ELiCOS........covuueieeiie e 64
4.2.5.10 Bioseguridad..........cooiiiiiiii 66
4.2.6 Métodos Etapa lll..........cooiiiiii e 67
4.2.6.1 Determinacion de concentracion de Amikacina....67
4.2.6.2 Recoleccion de datos Microbioldgicos............... 68
4.2.6.3 Evaluacion de resultados...............ccoeeeieininne, 68
4.2.6.4 Analisis estadistiCo.............ccocvviiiiiiiiiii 68
RESULTADOS Y DISCUSION. ......oouuiiiiiiiiiiie e 69
CONCLUSIONES. .. .. e 91



4.2.6.4 Analisis estadistiCo. ......coooeiie i, 68

RESULTADOS Y DISCUSION. .......ouuiiiiiiiiiiie e 69
CONCLUSIONES. .. ..o 90
REFERENCIAS . ... 91
AN E X O A 102
ANEXO B 108
ANEXO G 109
ANEXO Do 111
ANEXO E. .o 112
Resumen AutobiografiCo. ... ... ..o 117



1.

LISTA DE TABLAS

indice farmacodinamico correlacionado con maxima eficacia

de algunos antimicrobianos............cccciviiiiiiiiiii s

2.

(S 1 I ~ S ]

© 00 N O

10

11.

12.

14.

15.

16.

17.

Factores de riesgo para el desarrollo de toxicidad renal.............

. Enzimas modificadoras de Aminoglucésidos...............cceeeuinnanes
. Propiedades fisicas y quimicas de Amikacina..............cccceceuvns

. Parametros farmacocinéticos de Amikacina en adultos con

funcion renal Normal..........ooeome e

. Obtencion de muestras a intervalos terapéuticos recomendados.
. Dosificacion de Amikacina recomendada para neonatos............
. Sustancias de referencia...........cccoiiiiiiiiiiiiic

. Diluciones seriadas a partir de una solucién stock de Amikacina

de I MO/ML..... e
. Diluciones seriadas a partir de una solucidén stock de
KanamicinaB de 200 ug/mL.........cccoiiiiiiiiiiic v
Preparacion de soluciones de trabajo a partir de la solucion de
de Amikacina 2 mg/mL.........ccoieiiiiii
Preparacion de soluciones de trabajo estandar interno a partir
de la solucidén stock de Kanamicina B 200 ug/mL.....................
Preparacion de curva de calibracion en matriz..........................
Preparacion de curva de calibraciéon en matriz 2........................
Mezclas probadas para la optimizacion manual de Amikacina en
el Espectrometro de Masas............ccoveiiiiiiiiiiiiiiie e

Mezclas probadas para la disolucion de Kanamicina B...............

Pagina

10
20
21
24
24

25
26
43
45
46
46
47
47

48

49
50

18. Condiciones Cromatograficas probadas durante el desarrollo del
1] =3 o o o TSP

19
20

. Sistemas probados para la eleccion del solvente de elucion.......

. Sistemas probados para la eleccion de la composicion de las

Xi

51
54



21,

22,
23.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.

soluciones de lavado.............cccoviiiiiiiiiii
Condiciones Cromatograficas para la determinaciéon de
AMKIKAN Bi......coiiiiiiiiir s s s s s e s e ea
Condiciones Espectrométricas para el analisis de AMK/KAN B...
Clasificacion de la poblacion de estudio...........c.cccceiviiiinnnen.
Condiciones Espectrométricas para el analisis de Amikacina......
Mejores condiciones Cromatograficas obtenidas.......................
Selectividad: Matriz enriquecida a 2 ug/mL de Amikacina...........
Interferencias: Matriz enriquecida a 2 ug/mL de Amikacina.........
Efecto Matriz: Matriz enriquecida a 2 ug/mL de Amikacina..........
Limite de cuantificacion.............cccoeiiiiiiiiii
Limite de deteccCion...........ooiiiiiii e
o= 1 - o TR
Linealidad..........cccoiiiiiiiiiiie s e
Repetibilidad..........ccooeiiiii s
Reproducibilidad.............cccooviiiiiiii
Exactitud.........coeii
Estabilidad tiempo Cero..........c.cooviiiiiiiiiii
Estabilidad en automuestreador.............c.cocoiiiiiiiiiicncncna
Estabilidad en congelacion.............cocooiiiiiiiiiiiiie

Xl

55

56
57
62
70
73
79
80
81
81
82
83
83
85
85
86
86
86
87



A W N =

0 N O O

LISTA DE FIGURAS

. Efecto post-antibiotico...........coooeiiiii
. Acumulacion de gentamicina en lisosomas de tubulo proximal....
. Mecanismos de resistencia de Aminoglucésidos........................

. Representacion de diferentes tipos de enzimas modificadora

de antibiéticos y su nomenclatura............cccooeiiiiiiiiiiiiinces

. Sintesis de Amikacina a partir de la Kanamicina A......................
. ESI MS/MS para Amikacina...........cccooiiiiiiiiiiiiiiirrere e
. ESI MS/MS para Kanamicina B.............c.cooviiiiiiiiiiiiiiincceeen

. Curva de calibracién para una serie de soluciones estandar y

PUNTOS CONLIOL..... .. e e n e as

Xl

22
23
71
72

84



LISTA DE SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Y Gamma
> Mayor o igual que
> Mayor que
X Media
< Menor o igual que
< Menor que
N Numero de mediciones realizadas
% Porcentaje
pX Sumatoria
X, Valor de la medicién individual
o Alfa
S Angstrom
AAC-I Aminoglucésido acetiltransferasa 1
AAC-1b Aminoglucdsido acetiltransferasa 1b
ABW Peso corporal ajustado
ACN Acetonitrilo
AMK Amikacina
ANT Aminoglucésido nucleotidiltransferasa
APH Aminoglucosido fosfotransferasa
ARNm Acido ribonucleico mensajero
ARNr Acido ribonucleico ribosomal
ARNt Acido ribonucleico de transferencia
AUC Area bajo la curva
2 Grados centigrados
CC1 Punto 1 de la curva de calibracién
Ci, C, Concentracion
Cmax Concentracion maxima
Cm Centimetros
CMI Concentracion minima inhibitoria
CrC Aclaramiento de creatinina
CUR Gas cortina
cv Coeficiente de variacién
CXP Potencial de colisién de salida
DE Desviacién estandar
DP Potencial de disgregacion
ECA Enzima convertidora de angiotensina
EDTA Acido etilendiaminotetraacético
El Estandar interno
EP Potencial de entrada
ESI lonizacion por electrospray
FMA Fase movil “A”
FMB Fase movil “B”
FMN Factor matriz normalizado
FPIA Ensayo de polarizacion de fluorescencia
GS1 Gas nebulizante

XV



GS2 Gas auxiliar

H Horas

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucién
IBW Peso corporal ideal

IM Intramuscular

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social
IS Voltaje de pulverizacién de iones
KAN B Kanamicina B

kg Kilogramo

L Litros

LC Liquido cefalorraquideo

M Molar

MB Matriz blanco

MC Matriz cero

ug Microgramos

ul Microlitros

mg Miligramos

MIC Concentracién Minima Inhibitoria
min Minutos

ml Mililitros

mm Milimetros

MRM Monitoreo de Reaccidén Multiple
MS-MS Masas-Masas

MTS Monitoreo Terapéutico de Farmacos
NOM Norma Oficial Mexicana

ng Nanogramos

nm Nanometros

OMS Organizacién Mundial de la Salud
PC Punto control

PCO, Presién de diéxido de carbono

PD Farmacodinamia

pH Potencial de hidrogeno

PK Farmacocinética

PO, Presién de oxigeno

RAM Respuesta del analito en la matriz
RAS Respuesta del analito en solucion
REIM Respuesta del estandar interno en la matriz
REIS Respuesta del estdndar interno en la solucién
RN Recién Nacido

ST Solucion de trabajo

TBW Peso Corporal Total

TEM Temperatura de la fuente de gas
TFG Tasa de Filtracién Glomerular

UCI Unidad de Cuidados Intensivos

\" Volts

Vi, Vo Volumen

XV



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Farmacocinética clinica

Es la disciplina cientifica que involucra todos los aspectos de la relacién
entre los farmacos y los humanos. Tiene como objetivo principal mejorar la
atencién del paciente, directa o indirectamente, desarrollando mejores

medicamentos y promoviendo su uso mas seguro y efectivo.

La farmacia clinica se apoya de estudios farmacoepidemioldgicos,
toxicolégicos, monitoreo de farmacos y farmacovigilancia, teniendo como

enfoque la medicina personalizada’.

1.1.1 Funciones de la Farmacocinética clinica

La farmacocinética clinica evalla la respuesta y los efectos adversos de los
medicamentos, su uso y la economia de la terapia farmacolégica. En materia de

investigacién de farmacos, colecciona métodos descriptivos y analiticos, teorias



para la cuantificacidbn, comprension y evaluacibn de los procesos de
prescripcion, dispensacion y consumo de medicamentos, ademas prueba

intervenciones para mejorar la calidad de estos procesos?.

1.2 Farmacologia Pediatrica

Estudia los farmacos que son utilizados en esta poblacién, donde existen
diferencias importantes en la Farmacocinética y la Farmacodinamia. Involucra el
conocimiento del comportamiento de los medicamentos en un organismo en
constante desarrollo y maduracién para lograr una terapéutica efectiva, segura
y racional. Abarca aspectos relacionados con su accién, forma de
administracion, indicaciones terapéuticas y acciones téxicas, apoyandose de
herramientas como el Monitoreo Terapéutico de Farmacos vy

Farmacovigilancia®.

1.3 Monitoreo Terapéutico de Farmacos (MTF)

Segun la International Association of Therapeutic Drug Monitoring and
Clinical Toxicology, el MTF es una especialidad clinica multidisciplinaria
destinada a mejorar la atencion al paciente mediante el ajuste individual de
dosis de aquellos medicamentos en los que se ha demostrado evidencia o
experiencia de mejorar el resultado clinico en poblaciones generales o
especiales®. Tiene como objetivo optimizar los tratamientos farmacolégicos e

individualizar la terapia, maximizando la eficacia terapéutica y minimizando la



ocurrencia de reacciones adversas. El uso de MTF, es una herramienta util para

reducir la variabilidad en determinadas situaciones clinicas®.

1.3.1 Justificacion del Monitoreo Terapéutico

Se basa en la premisa de que hay una relacién entre la concentracion del

farmaco en sangre y la existente a nivel de receptores. Cuando sea posible

contar con un parametro de seguimiento para el farmaco, no es necesario

monitorizar con niveles plasmaticos. Los principales criterios para que un

farmaco sea monitorizado son:

Buena correlacion entre el efecto farmacolégico o téxico y las
concentraciones medidas.

Estrecho margen terapéutico. Concentraciones toxicas vy
terapéuticas muy cercanas.

Alta variabilidad inter e intraindividual farmacocinética.
Metodologia analitica disponible. Rapida obtencion del resultado.

Farmacos con dificultad para valorar clinicamente su eficacia o
toxicidad®.

Actualmente se tienen farmacos que se monitorizan de forma habitual, tales

como:

Antibioticos, Antiarritmicos, Citotoxicos, Neurolépticos e

Inmunosupresores’.



1.3.2 Monitoreo de antibioticos

Es una estrategia cuyo principal objetivo es el uso racional de éstos para
limitar sus efectos adversos y prevenir la multirresistencia.

Algunas recomendaciones para la monitorizacion de los niveles de antibidticos

|.  Pacientes pediatricos y con edad avanzada.
Il.  Pacientes criticos.
lll.  Insuficiencia renal y/o hepatica.
IV.  Terapia simultanea con farmacos oto y/o nefrotoxicos.
V. Sospecha de alteraciones cinéticas.
VI.  Tratamientos prolongados.

VIl.  Empleo de dosis superiores a las habituales.

1.3.3 Técnicas para el monitoreo de farmacos

1.3.3.1 Ensayos de polarizacion de fluorescencia (FPIA).

Se trata de un inmunoensayo homogéneo competitivo de polarizacién
fluorescente que usa complejos antigeno-anticuerpo como medio para generar
un resultado perceptible. Un anticuerpo especifico reconoce la molécula de
interés y se pone en contacto con la muestra bioldgica que contiene el analito y
con una cantidad conocida de la misma molécula unida quimicamente a un
trazador, capaz de generar una sefal mensurable, que compite por los sitios de
union en el anticuerpo con la molécula marcada. El grado de polarizacion de la
fluorescencia depende del giro de las moléculas en disoluciéon. Las moléculas

4



de pequefio tamafo, como el trazador no ligado, giran libremente a una
velocidad elevada, dando lugar a un grado de polarizacion bajo. EI complejo
formado por el anticuerpo y el trazador, rotan lentamente, lo que se traduce en
un elevado grado de polarizacion de la fluorescencia emitida. A mayor
concentracion del antigeno en la muestra, menor sera la cantidad de trazador
unido al anticuerpo, por lo que el valor de la polarizacion de la fluorescencia
serd bajo. El fluoréforo en el trazador es la fluoresceina, capaz de absorber la
energia de la luz a 490 nm vy liberarla posteriormente a una longitud de onda
superior a 520 nm, como luz fluorescente. La proporcion de moléculas
marcadas unidas a los anticuerpos es inversamente proporcional a la cantidad
de analito de interés presente. Son los comunmente usados en los laboratorios
clinicos, debido a que son faciles de usar y automatizar, permiten conseguir un

tiempo de respuesta corto en la emisién de resultados®.
1.3.3.2 Inmunoanalisis enzimatico homogéneo.

Se basa en la competencia entre el farmaco presente en la muestra y el
farmaco marcado con la enzima glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa por los sitios

de unién al anticuerpo.
1.3.3.3 Ensayo homogéneo turbidimétrico de inmunoinhibicién.

En este ensayo la diferencia con respecto a los métodos anteriores es que
utiliza un reactivo de particula de latex unido al farmaco y un anticuerpo

monoclonal especifico del farmaco.



1.3.3.4 Técnicas Cromatograficas.

1.3.3.4.1 Cromatografia de Gases. Permite la separacién del farmaco en
estudio, sus metabolitos y su diferenciacion de otros farmacos coadministrados
y compuestos enddgenos de estructura similar. Sin embargo, se necesita la
aplicacién de derivatizaciones quimicas para que el analito tenga volatilidad,

haciendo de esta técnica dificil de implementar en los laboratorios clinicos.

1.3.3.4.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). Es una
técnica que realiza la separacién fisica de una mezcla de compuestos bajo alta
presion. Por accion de una bomba cuaternaria (reciproca), se hace pasar una
mezcla de compuestos, en estado liquido, en un sistema disolvente (fase
movil), la cual pasa a través de una columna cromatogréafica, que contiene la
fase estacionaria, a un caudal especifico. El tiempo que tarda el maximo de un
pico en ser eluido después de la inyeccién se llama tiempo de retencién. La
separacion se realiza en base a la interaccion selectiva entre los compuestos
con la fase mévil y la fase estacionaria. Los principales mecanismos de
interaccién son: Adsorcion, particibn e intercambio id6nico. Esta técnica
cromatografica ofrece versatilidad con necesidad de pequerios volumenes de
muestra, buena sensibilidad, especificidad y relativa facilidad de uso. Dentro de
sus inconvenientes esta la necesidad de personal calificado para el manejo

diario en el laboratorio.

1.3.3.4.3 Detector de Espectrometria de Masas (MS). La espectrometria
de masas es una técnica analitica que determina la masa molecular de
compuestos eléctricamente cargados, usando la relacion masa/carga (m/z) de

6



cada uno de ellos. Involucra la ionizacién de la muestra, aceleracion de los
iones por un campo eléctrico, separacion de los iones segun su m/z, deteccion
de los iones y su correspondiente senal eléctrica. En el espectro de masas los
compuestos son ionizados a partir de una pérdida o0 ganancia de carga (pérdida
de electrones, protonacion o desprotonacion). La muestra es introducida a la
fuente de ionizacion via Cromatografia Liquida, Cromatografia de Gases o
infusién directa. Aqui las gotas cargadas de la muestra son atraidas por el
sistema de alto vacio. En la fuente de ionizacién el solvente es evaporado
liberando a los iones. El espectro de masas de un compuesto se obtiene
mediante la representacion en un gréfico de barras de los distintos iones en que
se fragmenta dicho compuesto en funcién de su m/z y en el que la altura de
este corresponde a la intensidad relativa de los iones detectados. Se denomina
pico base al ion que da la sefial mas intensa, el ion molecular es aquel que
resulta de la pérdida o ganancia de un electron por parte de la molécula. La MS
se usa para identificar, cuantificar compuestos y elucidar la estructura de las

moléculas'.

1.3.3.4.4 HPLC-MS/MS. Es actualmente una de las técnicas mas utilizadas,
una metodologia muy versatil, robusta y sensible. La espectrometria de masas
en Tandem (MS/MS) es cualquier método que involucre al menos dos etapas
de analisis de masas, en conjunto con un proceso de disociacién a una reaccion

quimica que cause un cambio en la masa o en la carga de un ion.

En la MS/MS se combinan dos filtros de masas cuadrupolo y las moléculas

del analito diana del primer cuadrupolo se someten a una fragmentacién



controlada en una celda de colisién. El total de los iones formados por la
ionizacion se transfiere al primer filtro de masas del cuadrupolo. Aqui, la m/z del
analito ionizado intacto se selecciona, todas las demas especies de iones se
filtran. Los iones seleccionados que comparten una relacion m/z idéntica se
transfieren continuamente a la celda de colision. En esta parte del analizador de
MS se encuentra presente un gas de colisién, argén o nitrégeno. Los iones
seleccionados por el primer cuadrupolo chocan con estas moléculas de gas y
se fragmentan en iones del producto caracteristico. Para los analitos se
generan productos i6nicos favorecidos termodindmicamente. Se ajusta la
radiofrecuencia del segundo cuadrupolo analitico, de manera que solo pase un
fragmento i6nico seleccionado, mientras que todas las demas especies de
fragmento iénico se filtran. Por lo tanto, un definido “ion hijo” (ion precursor) de

un “ion padre” (ion molecular) finalmente alcanza el detector de iones.

La seleccion de masas del primero y segundo cuadrupolo, definen la
respectiva “transicion de masa” y se puede cambiar dentro de las fracciones de
segundo, por lo tanto, se pueden monitorear un gran numero de diferentes
transiciones en masa en paralelo con una ejecucion analitica que permite la
cuantificacion de mdultiples analitos. Al menos una transicion de masa de un
analito objetivo y del respectivo compuesto estandar interno se registran
simultaneamente, se pueden registrar hasta 100 transiciones de diferentes
compuestos en el modo llamado Monitoreo de Reaccién Multiple (MRM) dentro
de una serie cromatogréafica. Varias combinaciones de diferentes técnicas de

generacion de iones y analisis de iones pueden llevarse a cabo como ESI,



analizadores de cuadrupolo de una sola etapa y de tres etapas, analizadores de
trampa de iones e instrumentos hibridos que combinan una trampa de iones y
un cuadrupolo. EI modo MRM, con los cuadrupolos que se alternan entre los
diferentes ajustes del filtro de modo estatico, se utiliza para la cuantificacion
mas sensible de compuestos conocidos. Se obtiene una muy buena relacién
sefnal-ruido, ya que practicamente todos los iones de fondo se filtran. La
especificidad de MRM es alta y debido a ello la separacion cromatografica se
puede minimizar en comparacion con otros métodos de HPLC con técnicas de

deteccion convencionales y menos especificas'’.

1.4 Antibioticos

Son medicamentos utilizados para prevenir y tratar infecciones bacterianas,
actuando por distintos mecanismos en funcién de su naturaleza y su obijetivo es
bloquear la proliferacion de las bacterias inhibiendo alguno de los pasos en su

desarrollo'?.

El uso de antibio6ticos se lleva a cabo segun las recomendaciones estandar y
la informacién epidemioldgica local sobre los patdbgenos comunmente aislados
en cada Unidad de Cuidados Intensivos, dado al desconocimiento de multiples
factores que condicionan la administracion de dosis correcta de los mismos. La
administracion adecuada pretende limitar las consecuencias no deseadas como
la aparicibn de resistencia, eventos adversos y el alto costo, sin afectar

negativamente la calidad de la atencién'®.
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1.4.1 Farmacocinética y Farmacodinamia de antimicrobianos

La farmacocinética es el estudio de la relacidén entre la dosis administrada y
la concentracion observada en el cuerpo y tejidos. La farmacodinamia es el
estudio de la relacion entre la concentracién y el efecto (la capacidad de matar
o inhibir el crecimiento bacteriano). Los antimicrobianos se clasifican mediante

diversos indices PK/PD que describen su eficacia (ver TABLA 1)

TABLA 1. indice farmacodinamico correlacionado con maxima eficacia de
algunos antimicrobianos.

T.cm Cmax/CMI AUC,.o4/CMI
Betalactamicos | Aminoglucésidos | Flouoroquinolonas
Carbapenems Metronidazol Azitromicina
Antimicrobianos Linezolid Fluoroquinolonas Tetraciclinas
Eritromicina Telitromicina Glycopeptidos
Claritromicina Daptomicina Tigeciclina
Lincosamida Linezolid

1.4.2 Aminoglucésidos

Son farmacos que se utilizan con frecuencia en infecciones bacterianas
causadas por organismos Gram negativos y tratamientos para diversos

trastornos genéticos '°.

Son antibiéticos producidos por Streptomyces spp 'y Myromonospora spp. La
estructura general consiste en un ndcleo de aminociclitol (estreptamina, 2-
desoxiestreptamina o estreptidina) ligado a aminoazicares por enlaces

glucosidicos. Son cationes de caracter basico, fuertemente polares'®, debido a
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este caracter son muy solubles en agua, presentan una absorcidn
gastrointestinal menor al 1%, penetran escasamente la barrera
hematoencefdlica, por tanto, no alcanzan concentraciones terapéuticamente
utiles en LCR y meninges, asi como también en liquido prostatico y en el
parénquima pulmonar, tienen una unién a proteinas del 0-11%'"’. El tiempo de
vida media esta correlacionado inversamente proporcional con la edad
postnatal y el peso corporal®. La nefrotoxicidad y ototoxicidad son los
principales efectos adversos, siendo la ototoxicidad irreversible y se presenta

después de los 7 dias de tratamiento®.

1.4.2.1 Actividad antimicrobiana.

Los Aminoglucésidos tienen actividad in vitro contra Pseudomonas ssp,
Escherichia coli, especies de Proteus indol-positivas e indol-negativas,
Providencia spp, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Acinetobacter
spp y algunas cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis®.
Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos principalmente asociados
con infecciones nosocomiales potencialmente mortales?’, puede causar
infecciones graves en pacientes con trasplante de 6rganos, quemaduras e

inmunocomprometidos?.
1.4.2.2 Indicaciones terapéuticas.

Debido a su espectro de accién, los Aminoglucésidos estan indicados para el
tratamiento de fibrosis quistica, episodios neutropénicos febriles en pacientes
con cancer, cirugia abdominal, endocarditis bacteriana, infecciones complicadas

del tracto urinario e intraabdominales, osteomielitis y septicemia®® 2*. La
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profilaxis quirdrgica es la razébn mas frecuente de mal uso de antibidticos en
ninos y adultos. Entre el 42 a 67% de los antibidticos son mal empleados,
debido a dosis incorrecta, farmaco erroneo, tiempo de inicio, duracion o

indicacién inapropiada®.

Los Aminoglucésidos se combinan frecuentemente con otros antibioticos
como betalactamicos para extender el espectro de actividad antimicrobiana,

obteniendo un efecto sinérgico y prevenir la aparicién de resistencia®®.

1.4.2.3 Mecanismo de accion.

Los Aminoglucésidos se unen a los compuestos anidnicos que se
encuentran en la superficie de las bacterias Gram negativas, como
lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas de la membrana externa. En las
bacterias Gram positivas se unen a acidos teicoicos y fosfolipidos. Estas
interacciones producen un aumento de la permeabilidad, que da como resultado
la penetracién de algunas moléculas del farmaco en el espacio peripladsmico,
este mecanismo es independiente de energia. El siguiente proceso es la fase
dependiente de energia, en la cual, un pequefio numero de moléculas del
antibiético alcanzan al citoplasma con el apoyo de un sistema de transporte de
electrones. Dentro del citoplasma bacteriano se unen a la subunidad 30S
ribosdbmica, cambiando la configuracién del sitio A, a una que se parece a la
inducida por la interaccion entre ARN-t y ARN-m afines, o que reduce las
capacidades de secuenciacion, resultando proteinas mal traducidas. Como

consecuencia, las proteinas de membrana citoplasmaticas aberrantes inducen

12



dafo a la integridad de la membrana citoplasmatica facilitando la entrada de
moléculas de Aminoglucésido en cantidades abundantes. El alto numero de
moléculas dentro de la célula produce altos niveles de errores en la sintesis de
proteinas que conducen a un mayor dafo en la membrana citoplasmatica,
permitiendo una tasa de captacion aun mayor que finalmente da como resultado

la muerte de la célula®’?8,

1.4.2.4 Modo de administracion.

Los Aminoglucésidos se deben administrar por via intravenosa, en
infusiones de 30 minutos, o intramuscular. No se recomiendan las inyecciones

subcutaneas debido a que puede haber necrosis en el sitio de la inyeccion®.

1.4.2.5 Régimen de administracion.

El régimen de dosificacion de Aminoglucdsidos puede ser con ampliacion de
intervalo (cada 24 horas o mas) o dosis multiple diaria, también llamada

tradicional (cada 8-12 horas).

La dosificacién una vez al dia se considera eficaz y probablemente menos
nefrotdxica que la dosificacion tradicional. El uso de dosificacion de intervalo se
basa en cuatro conceptos centrales. El primero es que la actividad bactericida
se correlaciona positivamente con sus concentraciones maximas, asi como con
los resultados clinicos. El segundo concepto es el efecto post antibiético, que al
final del intervalo de dosificacion, el nivel sérico del Aminoglucésido esta debajo
de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del patégeno objetivo,
aprovechando este fendémeno. El tercer concepto es la reduccion de la

resistencia adaptativa, ya que este tipo de resistencia se asocia con una
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reduccion en la actividad antibidtica cuando se administran dosis frecuentes,
mientras que las concentraciones detectables de Aminoglucdsidos aun estan
presentes, por lo tanto, la dosificacion de intervalo prolongado podria mejorar la
eficacia antibacteriana al permitir tiempo para la desactivacidén de la resistencia
adaptativa. El cuarto concepto es la presencia de acumulacion tubular renal
saturable de Aminoglucésido, donde la dosificacion de intervalo prolongado
disminuye la acumulacién y tendria un potencial nefrotéxico menor. Sin
embargo, hay algunas condiciones en las que se podria considerar la
dosificacion tradicional®® 312,

1.4.2.6 Consideraciones en pacientes pediatricos.

Los Aminoglucésidos son farmacos que se utilizan con frecuencia para tratar
infecciones bacterianas en infantes recién nacidos, jugando un rol importante en
el manejo de infecciones serias en Pediatria o en la Unidad de Cuidados
Intensivos. Debido al estrecho indice terapéutico y a las grandes variaciones
interindividuales en los parametros farmacocinéticos de Aminoglucésidos
reportados para estos pacientes, un Optimo e individualizado régimen de

dosificacién deberia ser propuesto®.

Desde el nacimiento hasta la edad adulta se producen una serie de
modificaciones anatémicas, fisioldégicas y bioquimicas que afectan los procesos
farmacocinéticos, asi como también algunos aspectos farmacodinamicos que
influencian la accién de los farmacos, la biosintesis enzimatica, la produccién y

distribucién de receptores. Estas modificaciones son maximas en la época
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perinatal con grandes cambios y necesidades adaptativas que condicionan la
respuesta farmacocinética y de los receptores. El conocimiento acabado de

estos cambios permite un mayor éxito en la terapia farmacolégica®.

En el recién nacido el agua representa del 70-75% del peso corporal, en
comparaciéon con el 50-55% en adultos, los infantes tienen menos tejido graso
que los adultos, teniendo el compartimento extracelular acuoso mas grande
(40% del peso corporal), estas caracteristicas afectan el volumen de
distribucién de los Aminoglucdésidos. La presencia de infeccion tiene un efecto
adicional en el volumen de distribucion, asi como varias condiciones clinicas
que son comunes en pacientes criticamente enfermos, resultando en una
expansion del espacio extracelular y que puede conducir a una baja

concentracion del farmaco con las dosis usuales.

La concentracion plasmatica de creatinina durante los primeros dias refleja
la funcién renal materna, esta sigue aumentando después del nacimiento,
donde la tasa de filtracion glomerular es baja. En los recién nacidos entre 28 y
40 semanas de gestacién es de un 30-50% del valor adulto, esto se refleja en el
tiempo de vida media de un Aminoglucésido, dado a que éstos son eliminados
sin cambio por el rindn, arriba de un 90% por filtracién glomerular. La funcién
renal inmadura en esta etapa requiere una administracion menos frecuente
(cada 12 a 24 h). Ciertos estados de enfermedad, como la fibrosis quistica,
requieren una administracion mas frecuente debido a la eliminacion rapida del

farmaco®.
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1.4.2.7 Efectividad terapéutica.

Efectividad se refiere a la evaluacion de si una intervencién hace mas bien
que dafo, bajo condiciones usuales, midiendo el efecto de una intervencion en
relacion a los recursos que estas consume y la evaluacion riesgo-beneficio o
costo-beneficio. Los estudios de efectividad tratan de ayudar a pacientes y
clinicos a tomar decisiones, ya que se analiza si la intervencion que funciond en
condiciones ideales lo hace en condiciones usuales en pacientes con un amplio

rango de caracteristicas®®.

1.4.2.8 Objetivo PK/PD en la terapia con Aminoglucésidos.

1.4.2.8.1 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Es una medicién in vitro
del efecto del antibidtico contra una bacteria; representa la concentracién mas
baja del farmaco que inhibe el crecimiento de un microorganismo®’.

Para el uso éptimo de los Aminoglucdsidos es importante comprender los
factores que son determinantes de la eficacia terapéutica. Estudios previos en
poblaciones clinicas han demostrado que un determinante de la eficacia esta
relacionado con el organismo infeccioso. La CMI in vitro para el organismo
infectante y la respuesta al tratamiento con Aminoglucésidos estan

inversamente asociados®.

1.4.2.8.2 Marcador de efectividad terapéutica. Para antibiéticos con una
actividad bactericida dependiente de concentracion, la relacion Cmax/CMI se ha
utilizado como un marcador de efectividad terapéutica. El efecto terapéutico es

el mas alto si la relacion Cp./CMI es de al menos 8-10%.
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1.4.2.9 Efecto post antibiético.

Es la inhibicion del crecimiento bacteriano después de que las
concentraciones del Aminoglucésido hayan disminuido por debajo de la CMI

para el microorganismo aislado (ver Figura 1).

ion sérica

o

% T = CIM
§ —-il Efec post exposicion ‘
(&} \

efecto post-antibidtico

Tiempo

Figura 1. Efecto post-antibiotico*
1.4.2.10 Seqguridad de la terapia con Aminoglucésidos.

Los riesgos de toxicidad renal y ototoxicidad aumentan para el tratamiento

por mas de 5-7 dias, incluso en sujetos sanos.

1.4.2.10.1 Toxicidad renal. Se estima que hasta el 25% de todos los
pacientes que reciben terapia con Aminoglucésidos desarrollan nefrotoxicidad.
La toxicidad tubular renal es el mecanismo principal por el cual este grupo

farmacoldgico causa nefrotoxicidad.

En la membrana del tubulo proximal de la nefrona, estos agentes se unen a

fosfolipidos acidicos, favorecida esta unidon por el receptor megalina
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(lipoproteina de baja densidad que participa en la reabsorcidn tubular de varias
proteinas), posteriormente sufren endocitosis y se concentran en los lisosomas,
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico, una vez alcanzado el umbral, se
vacian en el citosol y actuan sobre la mitocondria para inducir la apoptosis y la
necrosis, inhibiendo una cantidad de transportadores en el tubulo proximal, lo
que afecta la reabsorcidn tubular y compromete la viabilidad celular. Se produce
un aumento en la excrecidén urinaria de calcio, magnesio, proteinas y otros
aniones organicos, a medida que el dafo continla, se puede observar una

mayor excrecion de potasio y sodio junto con aumentos en la creatinina sérica.

En el glomérulo, los Aminoglucésidos causan aumento en los niveles de
calcio intracelular induciendo la contraccion de las células mesangiales del
musculo liso, lo que conduce a una disminucion de la Tasa de Filtracidén
Glomerular (TFG). Los mecanismos por los cuales aumenta el calcio intracelular
son la induccién de la secrecion del factor activador de plaquetas, la activacidon
del sistema renina-angiotensina-aldosterona, la produccion de vasoconstrictores
como la endotelina 1 y el tromboxano A2 y aumento de las especies reactivas

de oxigeno y el estrés oxidativo.

El mecanismo final de toxicidad renal es una reduccién en el flujo sanguineo
renal secundario a una mayor resistencia vascular en el lecho vascular renal.

Esto ocurre inmediatamente después de que se ha producido dafio en el tubulo

41,42
(

proximal, como medio para evitar la pérdida de liquidos y electrolitos ver

Figura 2)*.
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Figura 2. Acumulacion de Gentamicina en
Lisosomas del tubulo proximal.

1.4.2.10.2 Ototoxicidad. La pérdida auditiva permanente ocurre como
resultado del dafio causado a las células ciliadas sensoriales en el oido interno,
especialmente en las células ciliadas externas basales de alta frecuencia. Los
efectos incluyen pérdida auditiva neurosensorial severa, bilateralmente severa,

de alta frecuencia e hipofuncion vestibular temporal.

Todos los Aminoglucésidos pueden afectar tanto la funcién auditiva como la
vestibular. La toxicidad depende de la concentracion del farmaco en la
endolinfa. La acumulacién surge sobre todo cuando son altas sus
concentraciones en plasma. Es lenta la difusion retrograda hacia la corriente
sanguinea; la vida media de los Aminoglucésidos es cinco a seis veces mayor

en los liquidos del oido que en el plasma.

Dado que existen mecanismos compensatorios para las fallas vestibulares y

no para la falta de audicién, ésta ultima es mucho mas grave. EIl grado de
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disfuncion permanente guarda relacion con el numero de neuronas ciliadas

sensitivas destruidas, y esto depende de la exposicién sostenida al farmaco™.

TABLA 2. Factores de riesgo para el desarrollo de toxicidad renal* “°,

Relacionados con Especificos del Asociados a la
el uso de tratamiento medicacion
aminoglucoésidos
Edad avanzada Mayor duracién del | Antiinflamatorios
tratamiento no esteroideos
Disminucion de la Administracion de Diuréticos
funcion renal inicial dosis mas altas

Disfuncion hepatica | Administracion en Anfotericina B

dosis divididas
Cisplatino
Vancomicina
Cefalosporinas
Inhibidores de la
ECA
Medios de radio
contraste
Agentes
antivirales
Antifungicos

Acidosis metabdlica
Hipovolemia
Hipotension

1.4.2.11 Resistencia Antimicrobiana.

1.4.2.11.1 Mecanismos de resistencia a Aminoglucosidos. Las

bacteriasdesarrollan varios mecanismos de resistencia mediante enzimas

modificadoras de Aminoglucésidos que catalizan la inactivacion por distintas

reacciones (ver TABLA 3)*.
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TABLA 3. Enzimas modificadoras de Aminoglucoésidos.

Tipo de inactivacion Enzima
Acetilacion Aminoglucésido acetiltransferasas
(AAC-I, AAC-Ib)
Fosforilacion Aminoglucosidos fosfotransferasas
(APH)
Adenilacion Aminoglucésido nucleotidil

transferasa (ANT)

Aminoglycoside

Aminoglycoside
influx
4 mﬁs
r’ -

Figura 3. Mecanismo de resistencia de aminoglucésidos®®

La Aminoglucosido Acetiltransferasa-lb, es la enzima que mas se encuentra
en aislados Gramnegativos del género Acinetobacter, Enterobacteriaceae y

Pseudomonadaceae.

En base a la urgencia de la necesidad de nuevos antibidticos, la OMS

anuncié una lista de bacterias, en febrero del 2016, con prioridad critica: *°

l.  Acinetobacter baumanii, Carbapenems-resistente.

Il.  Pseudomonas aeruginosa, Carbapenems-resistente.
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lll.  Enterobacteriaceae, Carbapenems-resistente, cefalosporinas de tercera

generacion-resistentes.

1.4.2.12 Resistencia adaptativa.

Es una forma reversible de resistencia queocurre cuando la bacteria puede
disminuir la cantidad de Aminoglucoésido que transporta activamente a la célula.
Este tipo de resistencia se puede desarrollar entre 1 y 2 horas después de la
exposicidn inicial a un Aminoglucésido y posteriormente desaparecera varias
horas después de que el antibidtico ya no esté presente. La resistencia se
asocia con una reduccidon en la actividad antibiética cuando se administran
dosis frecuentes, mientras que las concentraciones de Aminoglucdsido aun

estan presentes, ver Figura 4.

APH(3)-IIl: A, K
APH(3)-IIEA, I K

APH(3)-l: G
APH(3)-VI: A, K

| AAC2)I:G,N,T ] ANT(4')-1: G, K, S, T
L ANT(4')-IEA LK, T

i AAC(6')1: A, K,N, S, T

6 / Ny AAC(6')-II: G, K, N, S, T
- s KN, S,
o \':// ¢ AAC(6')-II:A, I, K, N, T
S 5 - AAC(6')-VI:A, G, K, N, T
2 1 3 -

ANT(2")»1: G, K, S, T

Figura 4. Representacion de diferentes tipos de enzimas modificadoras
de antibiéticos y su nomenclatura. A, Amikacina; G, Gentamicina;
I, Isepamicina; K, Kanamicina; N, Netilmicina; S, Sisomicina; T,
Tobramicina; ACC, Acetiltransferasa; ANT, Adeniltransferasa;

APH, Fosfotransferasa®'.
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1.4.3 Amikacina

Es un Aminoglucésido semisintético, introducido en 1977. Es el mas
ampliamente utilizado debido a que es refractario a la mayoria de las enzimas
modificadoras de Aminoglucésidos. Se sintetizé6 por acilacién con la cadena
lateral L-(-)-y-amino-a-hidroxibutirilo en el grupo amino C-1 del resto
desoxiestreptamina de la Kanamicina A. Tiene un efecto post antibiotico
alrededor de 0.5 a 7 horas, en relacion con la concentracion del antibidtico y el

tiempo de exposicion a éste®.

OH

/OH

L ——OH

HoN HO \W
OH N0

o—\™
H. NX/S/ N, Carbobenzoxy group (CB)-N-hydroxysuccinimide (NS)

Kanamycin

OHI
OH ; AL o L
HQ HoN Nty

0
L(-)-y-amino-a-hydroxybutytic acid (L-AH)

OH

i .
o~ [/ OH
HO —9 " LOJ
o \,,
[ A o

He _—NH,
OH Hydrogenolysis
\(vm "
cB OH
HO—

o] PH
; <’ o g
”'Nxﬂ HO N\
o NH,

OH

o

Amikacin

Figura 5. Sintesis de Amikacina a partir de la Kanamicina A%,
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TABLA 4. Propiedades fisicas y quimicas de Amikacina (ver Anexo E) **.

Férmula Ca22H43N5013
molecular

Nombre IUPAC | (25)-4-amino-N-[(1R, 2S, 3S, 4R, 5S) -5-amino-
2-[(2S,3R, 4S, 5S, 6R) -4-amino-3,5-dihidroxi-6-
(hidroximetil) oxan-2-il] -oxi-4-[(2R, 3R, 4S, 5S,

6R) -6- (aminometil) -3,4,5-trihidroxioxan-2-il]

oxi 3-hidroxiciclohexil] -2-hidroxibutanamida.

Masa molecular 585.2857 g/mol
Log P -7.4
Log S -0.5
pKa 9.7

1.4.3.1 Farmacologia.

1.4.3.1.1 Parametros Farmacocinéticos.

TABLA 5. Parametros Farmacocinéticos de Amikacina

en adultos con funcion renal normal®® %,

IM, IV. Pobre absorcién oral y tépica. Poco absorbido por
Absorcidén los riegos de la vejiga y la administracion intratecal.

Distribucién | Unién a proteinas: 0-11%
Volumen de distribucién 24 L

Metabolismo @ No se metaboliza

Eliminacion | En orina, por filtracion glomerular (94-98%)
Tiempo de vida media: 2-3 h
Aclaramiento: 100 mL/min

Estado Se alcanza alas 36 h
estacionario
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El tiempo de vida media de Amikacina en neonatos con una edad

posmenstrual menor a 30 semanas es de 7-14 h y de 4-7 horas en neonatos

con una edad posmenstrual mayor a 40 semanas®’.

1.4.3.1.2 Dosificacion y Monitoreo clinico.

TABLA 6. Obtencion de muestras e Intervalos Terapéuticos

Adultos:
Funcion renal
normal.

Neonatos y
Lactantes

recomendados®®.

Tiempo de Muestreo

Dosis multiple diaria

Pico:

Q8h: 30 min antes de la 32
dosis.

Q12H: 30 min antes de la
32 dosis.

Q24-48h: 30 min antes 22
dosis.

Dosificacion con
ampliacién de intervalo.

Pico: 30 min después de
finalizar la infusién de 2
hora.

Se puede tomar un punto
intermedio: 8-12 h post-
perfusién, si no se puede
extraer pico. Anotar la
hora exacta de la
extraccion.
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Niveles esperados

Dosis multiple diaria
Dosis: 5-7 mg/kg, Q12h.
Pico: 20-35 mg/L.

Dosis: 15 mg/kg, Q24h.
Pico: 35-50 mg/L.

Dosis: 20 mg/kg, Q24,
36, 48h.
Pico: 40-60 mg/L.

Dosificacion con
ampliacion de
Intervalo:
Dosis: 15-20 mg/kg,
Q24 h.
Pico: 30-40 mg/L.

Pico: 24-35 mg/L.
12 h post perfusion: 5-20
mg/L.



TABLA 7. Dosificacion de Amikacina recomendada para neonatos®® ¢% 6162,

Pacientes Dosis de carga Dosis de mantenimiento
Primera semana de 10 mg/kg 7.5 mg/kg, Q24h.
vida
> primera semana, 17 mg/kg 15 mg/kg, Q24h o 7.5 mg/kg

<4 semanas de vida Q12h.

< 2kg Yy < 4 semanas 10 mg/kg, Q24h.

de vida.

> 4 semana de vida. 15 mg/kg, Q24h o 7.5 mg/kg
Q12h.

Fibrosis quistica 30 mg/kg, Q24h.

La Amikacina se recomienda infundir durante, al menos, 30 a 60 minutos en

adultos. En infantes se recomienda una infusion de 1 a 2 horas®.

1.4.3.1.3 Ajuste de dosis. El ajuste de dosis se realiza en base a la edad,
peso y aclaramiento de creatinina®. La tasa de filtracién glomerular (TFG) es el
mejor estimador de la funcién renal®, para pacientes pediatricos se estima

mediante la Formula de Schwartz®®.

TFG (mL/min x 1.73 m?) = (K x talla) /Creatinina sérica

Donde K, toma los siguientes valores: 0.35, prematuros; 0.45, nifios a

término; 0.5, lactantes; 0.55, nifos; 0.7, adolescentes.

Para alcanzar la maxima eficacia terapéutica con un minimo de efectos
adversos, se debe tomar en cuenta la funcion de parametros como: informacién
sobre el perfil cinético del farmaco, objetivo terapéutico perseguido, proceso
patolégico tratado, variables demograficas, fisiopatoldégicas y clinicas del
paciente®’.
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1.4.3.1.4 Indicaciones terapéuticas de Amikacina. Esta indicada para el
tratamiento de infecciones severas contra Pseudomonas spp, Escherichia coli,
especies de Proteus indol-positivas e indol negativas, Providencia spp,
Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp, Acinetobacter spp, asi como
algunas cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium
avium®®. En el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana
estan reportados los puntos de corte para la CMI de antibiticos para

microorganismos®®.

1.4.3.1.5 Consideraciones en poblacion pediatrica. Una dosis neonatal
apropiada necesita integrar los cambios del desarrollo en este periodo que se
refleja por variables que influencian la disposicion del farmaco, éstas pueden
incluir edad gestacional, edad postnatal, concentracibn de creatinina,
aclaramiento, volumen de distribucion, funcién hepética y renal, estatus inmune,
enfermedades y farmacos asociados, coadministracion de otros medicamentos

nefrotdxicos y ototdxicos, soporte cardiovascular y ventilatorio”.

Los pacientes pediatricos con fibrosis quistica poseen una serie de cambios
farmacocinéticos que alteran la eficacia de Amikacina, la mayoria de los
antibiéticos tienen una escasa penetracion en el tejido pulmonar, sélo un 40%

de la concentracién en sangre de Amikacina llega al pulmén’”.

En nuestro pais la sepsis es una de las principales causas de
morbimortalidad neonatal, la madurez inmunoldgica caracteristica del neonato
es quizd uno de los principales motivos por los que se presenta con mas
frecuencia en esta poblacion. La sepsis neonatal se asocia a procedimientos
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invasivos, virulencia de los gérmenes multirresistentes y la sobre exposicion a
los antibidticos, en este estado fisiopatologico el volumen de distribucidn tiende

a ser grande, afectando la farmacocinética de Amikacina’?.

Otro punto que considerar es el efecto de la co-medicacién, esto se puede
observar con la Furosemida y la Dopamina (ampliamente utilizados en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales) tienen un efecto sobre la filtracion
glomerular. A través de la activacion selectiva de los receptores dopaminérgicos
DA1 y DA2, la Dopamina en dosis bajas induce un aumento del 20-40% en el
flujo sanguineo renal. La tasa de filtracion glomerular muestra un aumento del
5-20% y conduce a concentraciones subterapéuticas de Amikacina. La
Furosemida es un diurético del asa que inhibe la reabsorcidén del cloruro y se
elimina en el liquido tubular para ejercer su efecto diurético, causando un
aumento rapido de la diuresis, teniendo un aumento en el aclaramiento de la

Amikacina”™ "4,

1.4.3.1.6 Resistencia a Amikacina. El principal mecanismo de resistencia
es mediante acetilacion por la Aminoglucésido 6-N-acetiltransferasa tipo Ib,
enzima codificada por un gen que se encuentra en integrones, transposones,
plasmidos y cromosomas de bacterias Gramnegativas. La tasa de resistencia a
Amikacina contra 586 cepas de P. aeruginosa es del 20.5% en América

Latina”.

28



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

En el Instituto Nacional de la Nutricion de la Ciudad de México, mediante un
estudio prospectivo en 1989, Contreras et al, estudiaron 113 pacientes
hospitalizados tratados con Amikacina, durante 48 h como minimo, con una
administracion IV de 5 mg/kg en infusibn de 30 min, la dosis se ajustd de
acuerdo al aclaramiento de creatinina, donde determinaron los niveles
plasmaticos valle y pico para predecir la nefrotoxicidad. Obtuvieron que trece
pacientes (11.5%) desarrollaron toxicidad renal, con un aumento significativo en
los niveles pico y valle entre 48 y 96 h. El riesgo de nefrotoxicidad mas alta se

observé en pacientes con incrementos mayores en Cmaxde1pg/mL",

En el afio 2000, Lugo-Goyta et al., compararon el rendimiento predictivo de
un programa Bayesiano que incorporé un modelo farmacocinético poblacional
con y sin covariables severas en pacientes con sepsis de la Unidad de

Cuidados Intensivos. Se registrd la informacion demografica, clinica, fisiologica
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y farmacocinética de 62 pacientes y fue analizada retrospectivamente. El
modelo se desarroll6 mediante estimacion bayesiana de parametros
farmacocinéticos, la seleccion de covariables se dio por analisis de los
componentes principales y la seleccion final de las mismas mediante regresion
lineal multiple paso a paso. La prediccién de este modelo se compard con un
modelo de poblacion general sin covariables, resultando en el analisis de
regresion lineal multiple que el Puntaje de Evaluacién Aguda Fisiolégica y de
Salud Cronica (APACHE II) fue el determinante mas importante para el volumen
de distribucion de Amikacina (1.5 L/kg), la presion positiva al final de la
espiracion (PEEP) y el uso de catecolaminas fueron los predictores mas
importantes para el aclaramiento de Amikacina y de creatinina, mostrando que
es relevante considerar covariables relacionadas con el estado fisiopatolégico y
las medidas terapéuticas, teniendo un mejor control de los parametros
farmacocinéticos en pacientes que exhiben condiciones fisiologicas

rapidamente cambiantes’’.

Posteriormente, en el 2004, en un estudio prospectivo, Charles et al.,
compararon la incidencia de nefrotoxicidad y ototoxicidad asociados con dos
regimenes de dosificacion de Amikacina: 15 y 25 mg/kg, tres veces por
semana, por via intravenosa, en 87 pacientes con tuberculosis infecciosa o por
micobacterias no tuberculosas, obteniéndose que la ototoxicidad no se asocié
con el tamano o la frecuencia de la dosis de Amikacina, pero se asocié con la

edad avanzada y la duracion del tratamiento y una mayor dosis total recibida,
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asi como su ocurrencia fue independiente de nefrotoxicidad o toxicidad

vestibular’®.

Fidel-Rimon et al., en el 2006, estudiaron la eficacia microbioldgica y clinica,
y la seguridad del uso de Piperacilina/Tazobactam en asociacion con Amikacina
en recién nacidos con sepsis, mediante un analisis retrospectivo de 1999 al
2003, donde la erradicacion de los patégenos se logré dentro de 48 a 72 h de
terapia en 95% de los organ|1ismos Gram negativos, sin embargo, encontraron
que la incidencia de eventos adversos asociados con el uso de
Piperacilina/Tazobactam es mayor cuando se administra junto con Amikacina

que cuando se administra en monoterapia’®.

Akondi et al, en pacientes pediatricos estimaron un modelo
farmacoestadistico para evaluar la farmacocinética poblacional en el 2008, el
modeld incluyd las variables edad, peso corporal, altura, sexo y aclaramiento de
creatinina para individualizar la dosis de carga y de mantenimiento en pacientes
pediatricos. Ademas, analizaron 74 concentraciones de Amikacina en estado
estable de 42 pacientes entre 1 y 12 afos, donde observaron que el peso
corporal y la edad tienen una influencia significativa como una covariable sobre

el aclaramiento de creatinina®.
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En un estudio retrospectivo, Barrantes-Gonzalez et al., durante 8 afos
(2002-2010) en un hospital universitario, con 164 pacientes de distintas etnias
(7 asiaticos, 135 caucasicos, 11 hispanos y 11 magrebies), observaron
diferencias en las concentraciones plasmaticas de Amikacina, evidenciandose
concentraciones inferiores en la poblacion magrebi, como resultado de su
mayor aclaramiento de creatinina. Todos los pacientes estuvieron en

tratamiento endovenoso en un régimen de ampliacién de intervalo®'.

Duszynska et al., realizaron un estudio de 20 camas de la UCI, en el Hospital
de la Universidad de Wroclaw, Polonia, entre mayo del 2009 y mayo del 2012.
Se incluyeron 63 pacientes, adultos mayores de 18 anos con sepsis grave 0
choque séptico, se les administr6 una dosis de carga de 18 a 30 mg/kg, el
régimen diario se adoptdé mediante la monitorizacion terapéutica de la
concentracion pico y valle de Amikacina. Las concentraciones se ajustaron a
una relacion Cnax/CIM del patégeno aislado, de al menos 8. Once pacientes
(17%) no requirieron ajuste de dosis o0 ajuste del intervalo durante el
tratamiento. La curacion clinica y la erradicacion microbiologica fueron mayores
en los pacientes con una Cnma/CMI 6ptima inicial. En pacientes con insuficiencia
renal antes del tratamiento se asocié con un descenso mayor de la funcion

renal®.
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Paul et al., en el 2014, examinaron ensayos clinicos que compararon el
tratamiento intravenoso con un betalactdmico versus el tratamiento con un
betalactamico mas un Aminoglucésido, encontrando que la nefrotoxicidad fue
menos frecuente con la monoterapia, ademas de que la terapia combinada no

evité el desarrollo de infecciones secundarias®.

La farmacocinética de Aminoglucésidos esta alterada en pacientes con
lesiones por quemaduras, incluido un aumento de aclaramiento y volumen de
distribucién. En el 2015, Yu et al., evaluaron y compararon las estimaciones de
los parametros farmacocinéticos de Amikacina en pacientes pediatricos con y
sin lesiones por quemaduras para identificar posibles diferencias entre ambos.
Pacientes con sepsis documentada o sospechada de herida por quemadura
mayores de 28 dias y menores de 18 anos, recibieron una dosis media de 16
mg/kg con una media de administracién IV ¢/8 horas. Mediante un modelo de
compartimento unico con eliminacion de primer orden se realiz6 un analisis de
las covariables edad, sexo, talla, peso, creatinina sérica, el % del area total de
la superficie corporal quemada y la cantidad de tiempo transcurrido desde que
ocurrié la lesion por quemaduras, describiendo bien la farmacocinética de
Amikacina para ambos grupos. La eliminacion de Amikacina fue
significativamente mayor en los pacientes con lesiones por quemaduras que en
los pacientes sin quemaduras (7.22 frente a 5.36 L/h), el volumen de
distribucién también aumenté significativamente en pacientes con lesiones por
quemaduras (22.7 frente a 18.7 L), esto puede deberse a un incremento en el

flujo sanguineo en los rifones mas alla de 48 horas después de la lesion por
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quemaduras y las infusiones de liquidos. El peso influyo significativamente en la

farmacocinética de Amikacina para ambos grupos®*.

En un analisis multivariado, Allou et al., en el 2016 en pacientes mayores de
18 anos con sepsis severa y choque séptico, tratados con una dosis de
Amikacina de 30 mg/kg, se encontr6 que los factores independientemente
asociados con una alta mortalidad fueron la edad y altas dosis de norepinefrina,
ademas los pacientes con una Cnax> a 80 mg/L también se asociaron con una
alta incidencia de mortalidad. Las principales bacterias aisladas en el estudio

fueron P. aeruginosa en un 19.1%, Enterobacter spp 16.7%, y E. coli 13.9%%.

La prescripcion de Aminoglucédsidos segun la informacion microbioldgica no
solo puede mejorar su eficacia sino reducir la incidencia de microorganismos
resistentes. En un hospital del sur de Irdn, Namazi et al, en un estudio
farmacoepidemioldgico incluyeron pacientes que recibieron Amikacina
intravenosa, se recogieron para un analisis estadistico parametros clinicos y
paraclinicos como la tasa de filtracibn glomerular, cultivo, sensibilidad
microbiana, recuento de leucocitos y fiebre. Los pacientes se consideraron
como curados si lograban tanto la resolucién de la temperatura como el
recuento de leucocitos, con la eliminacién de los sintomas de la infeccién
durante el tratamiento. Se detecté nefrotoxicidad en el 19% de los pacientes, la

adherencia al uso de Amikacina fue del 48%, siendo las causas principales el
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método inadecuado de dosificacion, mala monitorizacion del paciente y la
ignorancia a los datos microbiologicos. Ademas, las concentraciones séricas
maximas estaban por debajo del rango terapéutico en el 52.5% de los pacientes

y solo el 38% obtuvieron las concentraciones séricas maximas deseadas®®.

Factores como la localizacién y el tipo de infeccidn, presencia de enzimas
inactivadoras de antibiéticos, condiciones ambientales (pH, pO,,pCO,) deben
ser considerados en la terapia con Aminoglucésidos, Rylander et al.,
observaron esta influencia en un estudio in vivo en conejos infectados y no
infectados tratados con Amikacina, donde hubo una reduccidon en las
concentraciones de Amikacina en suero de conejos infectados, asi como pO,y

pH bajos y alto pCO,, en comparacién con los conejos no infectados®’.

Los cambios fisiopatolégicos que ocurren en la Asfixia Perinatal Tratados
con Hipotermia (PATH) afecta la eliminacién de Aminoglucésidos. En un estudio
retrospectivo en el 2017, Cristea et al., cuantificaron y evaluaron las diferencias
en la farmacocinética de Amikacina en recién nacidos con PATH y sin PATH
por sospecha de septicemia, para proponer recomendaciones de dosificacidon
adecuada. Estimaron los parametros aclaramiento, volumen de distribucion y
aclaramiento intercompartamental, como covariables, el tratamiento
hipotérmico, peso al nacer, peso actual, edad postnatal e Ibuprofeno. Resultd

que el aclaramiento en neonatos con PATH disminuyé 40.6% en comparacion
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con el aclaramiento en neonatos sin PATH, sin cambios en el volumen de
distribucién. Los resultados podrian deberse a la insuficiencia renal inducida por
asfixia con o sin la influencia de la hipotermia terapéutica que se utiliza como
tratamiento de atencién. Se propuso para los pacientes con PATH utilizar un

régimen posolégico mayor de 12 h®.

Por otra parte, Oertel et al., en el 2004 desarrollaron un método analitico
especifico para la cuantificacibn de Amikacina, Gentamicina, Kanamicina,
Neomicina, Poroxina, Momicina y Tobramicina en suero humano. La
preparacion de las muestras se realiz6 mediante SPE en cartuchos Oasis MCX.
Utilizaron una columna Hilic de 100 x 2.1 mm, aplicando elucién con gradiente,
para la separacion por HPLC. El sistema EM/EM usado fue con ESI, ionizacion
positiva a 300 °C, con un voltaje capilar de 3200 V, se usé MRM para la
determinacion de los analitos. En la cuantificacién, se obtuvo un coeficiente de
correlacion lineal de 0.993 o mas, la exactitud fue desde un 91 a un 105%. El
limite de cuantificacién fue de 100 ng/mL, obteniendo un método sensible para

su aplicacién en el monitoreo terapéutico de farmacos®.

Mas adelante, en el 2010, Baietto et al., desarrollaron y validaron un método
para la cuantificacién simultdnea de Daptomicina, Amikacina, Gentamicina y
Rifampicina, por HPLC/MS en plasma humano. La preparacion de la muestra se

realiz6 mediante precipitacion de proteinas con acetonitrilo. La separacion por
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cromatografia fue realizada a 35 °C, sobre una columna Sinergy Hidro RP,
eluyendo con gradiente. Las condiciones en el detector de MS fueron: ESI,
ionizacion positiva, a una temperatura de desolvatacion de 350 °C. Se
monitorearon las transiciones: m/z 1620-810.9; para Daptomicina, m/z 586.0-
264.0; para Amikacina, m/z 477.7-322.0; para Gentamicina, m/z 822.0-823.0;
para Rifampicina y m/z 312-313.0; para Quinoxaleina, usado como estandar
interno. En la validacién del método, obtuvieron una linealidad r°= 0.998. Los
limites de cuantificacion fueron 1.56, 2.34, 0.03, 0.63 pg/mL para Daptomicina,
Amikacina, Gentamicina y Rifampicina, respectivamente. Se obtuvieron
recuperaciones desde el 83.6% hasta el 92.1%. El método result6 especifico,

sensible y reproducible para estudios farmacocinéticos®.

En el 2015, Grarin et al., determinaron Amikacina en plasma humano
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con deteccion por
fluorescencia, derivatizando la Amikacina con ortoftaldehido en presencia de N-
acetil-L-cisteina a pH 9.5, durante 5 min a 80°C. La separacién de los derivados
se hizo en una columna Cig de fase reversa, con una fase movil de buffer
fosfato 0.05 M: acetonitrilo (80:20, v/v). La deteccién se realiz6 a 337 y 439 nm
para excitacion y emisién, respectivamente. Se obtuvo un tiempo de retencién
de 9 min, una linealidad en el rango de concentracion de 2 — 50 pg/mL, con un
coeficiente de correlacion arriba de 0.995, limite de deteccién 0.068 pug/mL. Se
mostré6 un método aceptable, obteniéndose derivados de Amikacina estables

durante varias horas a temperatura ambiente®’.
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CAPITULO 3

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.1 Justificacion

En la actualidad en Meéxico, en el ambiente hospitalario, pocos
medicamentos se estudian en nifos y existe un numero limitado de estudios
poblacionales de farmacocinética y farmacodinamia. Los antibiéticos son
extensamente prescritos en neonatos, ya que las infecciones son frecuentes y
estan asociadas con un alto riesgo de morbilidad y mortalidad. Las bacterias
Gram negativas son los agentes causales mas frecuentes de infecciones
sisttmicas nosocomiales, donde los Aminoglucésidos fungen un papel
importante debido al amplio espectro hacia estos microorganismos. La mayoria
de los regimenes de dosificacién no reflejan la farmacocinética pediatrica. Para
lograr el objetivo terapéutico se deben considerar variables demograficas,
fisiopatoldgicas y clinicas del paciente, ya que existe una gran diferencia
interindividual con respecto a la disposicion y eliminacion de los farmacos en

este grupo poblacional. Urge la necesidad de optimizar la prescripcién de
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antibidticos y desarrollar un consenso terapéutico basado en la evidencia a
partir de los datos disponibles. Una vez seleccionado el objetivo terapéutico el
paciente no debe exponerse a un mayor riesgo de toxicidad de lo que justifique
la necesidad del farmaco, ni obtener menos del farmaco de lo que es
minimamente necesario para su efecto. Para farmacos como los
Aminoglucosidos que muestran eficacia y toxicidad dependiente de la
concentracion y por sus propiedades fisicoquimicas, resulta muy ventajoso
conocer las variables que afectan o contribuyen a una terapia adecuada y poder
asegurar el bienestar del paciente. El uso inapropiado de éste tiene efectos
perjudiciales como el desarrollo de patdgenos resistentes y la incidencia de
nefrotoxicidad y ototoxicidad, pudiendo prolongar la hospitalizacion,
aumentando el riesgo de mortalidad. La evaluacion de la utilizacion de estos
farmacos puede mejorar y disminuir el fracaso del tratamiento. Debido a que los
Aminoglucosidos tienen wuna actividad bactericida dependiente de la
concentracion, la correlacién entre la dosis administrada y los niveles
plasmaticos alcanzados nos dard una base esencial para evaluar su efectividad

terapéutica y poder establecer lineamientos adecuados para su uso racional.

3.2Hipétesis

La Cmax de Amikacina en la poblacién de estudio correspondera con el rango

reportado en la literatura.
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3.3 Objetivo General

Evaluar la efectividad terapéutica de Amikacina mediante su perfil de
seguridad y toxicidad utilizando parametros farmacocinéticos y

farmacodinamicos.

3.4 Objetivos especificos

e Establecer las condiciones cromatograficas y de espectrometria de
masas para la determinacion de Amikacina en plasma humano.

e Validar el método analitico para la determinacion del farmaco utilizando
HPLC-MS/MS, segun la normatividad nacional e internacional.

e Determinar la Concentracion plasmatica maxima del medicamento (Cmax)
en los grupos de estudio.

¢ Identificar los microorganismos contra los que se usa el medicamento en
la poblacion estudiada y obtener su CMI reportada.

e Determinar la efectividad terapéutica de Amikacina mediante parametros

farmacocinéticos, microbioldgicos y clinicos.
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CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1 Estrategia general

Etapa I. Validacion del método analitico.

Etapa Il. Seleccion de pacientes, obtencibn de muestras y revision de

expedientes clinicos.

Etapa lll. Determinacion de concentraciones de Amikacina y Evaluacién de

resultados.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Equipo
4.2.1.1 Instrumentos y herramientas.
- Agitador tipo Vortex marca Daigger, modelo Genie 2.

- Balanza analitica marca A&D, modelo GR200.
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- SPE Vaccum Manifold AHU-6024, marca Phenomenex.

- Plancha de calentamiento con agitacién marca Corning, modelo PC-420.

- Cromatégrafo de Liquidos marca Shimadzu, modelo Prominence, acoplado

a Espectrometro de Masas marca AB Sciex, modelo API 4000 QTrap.

- Pipeta repipeteadora, marca Eppendorf, modelo Repeater plus.

- Micropipeta semiautomatica marca Eppendorf de 20-200 pL, con

incremento de 0,2 pL.

- Micropipeta semiautomatica marca Eppendorf de 100-1000 pL, con

incremento de 1 L.

- Micropipeta semiautomatica marca Eppendorf de 10-100uL, con

incremento  de 0,1 uL.

- Micropipeta semiautomatica marca Eppendorf de 0.5-10 plL, con

incremento de 0,2 pL.

- Ultracongelador marca Dometic, modelo UF 455G.

- Refrigerador.

- Centrifuga.

- pH metro.
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4.2.2 Reactivos

- Acetonitrilo, grado HPLC/MS, marca J.T. Baker.

- Agua, grado HPLC, marca J.T. Baker.

- Metanol, grado HPLC marca J.T. Baker.

- Acido Férmico marca J.T. Baker, grado reactivo.

- Hidroxido de Amonio, 32- 35%, marca Fisher Scientific.

- Acido Clorhidrico, 28-30% marca J.T. Baker grado reactivo.

- Sustancias de referencia descritas en TABLA 8.

TABLA 8. Sustancias de Referencia.

Nombre Cantidad Marca Lote Pureza
Amikacina | 300 mg | Sigma Aldrich, RO15HO 0.993 mg de
USP reference Amikacina

por mg de material
sobre su base
anhidra.
Sulfatode | 100 mg | Sigma Aldrich | 094M4777V
Kanamicina Libre de base
B

4.2.3 Materiales

- Matraces volumétricos de 10, 25 y 50 mL clase A, marca Pyrex.
- Matraz bola de 500 mL, marca Pyrex.

- Puntas para pipeta repipeteadora de 1y 10 mL.
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- Puntillas para micropipetas semiautomaticas de 100-1000uL, 20-200 pL,
10-100 pL y 0.5-10 pL.

- Tubos de polipropileno de 15y 50 L.

- Tubos de vidrio sin labio, de 13 x 100.

- Tubos vacutainer con EDTA, de 5 mL.

- Vasos de precipitado de vidrio de 250 mL.

- Viales de vidrio con tapa e inserto, de 1 mL.

- Cartuchos Strata X-C, intercambio catidnico y fase reversa, sorbente 100
mg, 33 um, 85 A®, marca Phenomenex.

- Papel filtro Whatman No. 1 y 4.

- Agitadores magnéticos de barra.

- Probeta de vidrio graduada de 100 mL, marca Pyrex.

- Microtubos con capacidad de 1.5 mL, marca Eppendorf.

- Espéatula.

- Gradilla para tubos de 1.5 mL.

- Guantes.

- Gasas de algodon de 10 x 10 cm, un solo uso.

4.2.4 Métodos (Etapa I)

El método analitico se desarrolldé en el Laboratorio de Quimica Forense del
Instituto de Criminalistica y Servicios Periciales de la Fiscalia General de

Justicia de Nuevo Ledn.
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4.2.4.1 Preparacion de disoluciones estandar, disoluciones de trabajo,

reactivos y controles.

4.2.4.1.1 Calculos para la preparacion de disoluciones. Los calculos
para la determinacion de la concentracion de una disolucion a partir de un

estdndar se basan en la formula general: C1Vi. C2Vy.

Los célculos para la determinacion de Normalidad se basan en la formula

general: N=No. de equivalentes en gramos de soluto/ Litros de solucion.

4.2.4.1.2 Preparacion de una serie de disoluciones de trabajo de
Amikacina a partir de la solucion stock de 1 mg/mL.

TABLA 9. Diluciones seriadas a partir de una soluciéon stock de Amikacina
de 1 mg/mL.

Sol. 1 Sol. 2 Sol. 3 Sol. 4

Volumen 0.1 mL 1 mL de 1 mL de 0.5mL
de sol. sol. 1 sol. 2 de sol. 2
stock
Llevar a 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
volumen con
agua/metanol,
30/70, v/v
Conc. Final 10 1 0.1 0.05
(ng/mL)

Todas las soluciones se llevaron a vortex por 1 minuto.
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4.2.4.1.3 Preparacion de una serie de disoluciones de trabajo de
Kanamicina B a partir de la disolucion stock de 200 pg/mL.

TABLA 10. Diluciones seriadas a partir de una disolucion stock de
Kanamicina B de 200ug/mL.

Sol. 1 Sol. 2 Sol. 3 Sol. 4
Volumen 1 mL de 1 mL de 1 mL de 0.5mL

sol. stock sol. 1 sol. 2 de sol. 2
Llevar a 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
volumen con
agua/metanol,
70/30, v/v
Conc. Final 20 2 0.2 0.1
(ug/mL)

4.2.4.1.4 Para la preparacion de la curva de calibracion en disolucién y en
matriz, ver TABLAS 11, 12,13y 14.

TABLA 11. Preparacion de disoluciones de trabajo a partir de la disolucion
Stock de Amikacina 2 mg/mL.

Soluciones de Conc. ML de disolucién | Llevar a volumen

Trabajo Mg/mL Stock de con metanol/agua,
Amikacina 2 70/30, v/v
mg/mL

ST_CC1 20 100 10 Ml
ST_CC2 40 200 10 mL
ST_CC3 80 400 10 mL
ST_CC4 120 600 10 mL
ST_CC5 140 700 10 mL
ST_CC6 160 800 10 mL
ST_CC7 200 1000 10 mL
ST_PC1 60 300 10 mL
ST _PC2 100 500 10 mL
ST_PC3 180 900 10 mL
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TABLA 12. Preparacion de disoluciones de trabajo Estandar Interno a
partir de la disolucion Stock de Kanamicina B 200 pg/mL.

Solucion | Concentracion | pL de soluciéon Llevar a
de Hg/mL stock de volumen con
trabajo Kanamicina B | metanol/agua,
200 pg/mL 30/70, v/v
ST _EI 20 1000 10 Ml

TABLA 13. Preparacion de curva de calibracion en matriz (pool de plasma
humano bajo resguardo en la PGJ)

Punto | Conc. | Disolucion | Disolucion Matriz Volumen
dela | pg/mL | de Trabajo | de Trabajo | uL (pool de | Final pL

curva 100 pL El 50 pL plasma)
CC1 2 ST_CCA1 ST_EI 850 1000
CC2 4 ST CC2 ST_EI 850 1000
CC3 8 ST_CC3 ST_EI 850 1000
CC4 12 ST _CC4 ST _El 850 1000
CC5 14 ST_CC5 ST_EI 850 1000
CC6 16 ST_CC6 ST_EI 850 1000
CC7 20 ST _CC7 ST_EI 850 1000
PC1 6 ST PC1 ST El 850 1000
PC2 10 ST PC2 ST _El 850 1000

PC3 18 ST_PC3 ST_EI 850 1000
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TABLA 14. Preparacion de curva de calibracion en matriz.

Punto | Conc. | Disoluciéon | Disolucion Matriz Volumen
dela | pg/mL | de Trabajo | de Trabajo | uL (pool de | Final pL
curva 200 pL El 100 pL plasma)
CC1 2 ST _CCH1 ST _El 1700 2000
CC2 4 ST _CC2 ST_El 1700 2000
CC3 8 ST_CC3 ST _El 1700 2000
CC4 12 ST CC4 ST _El 1700 2000
CC5 14 ST_CC5 ST _ElI 1700 2000
CC6 16 ST CCé6 ST _El 1700 2000
CC7 20 ST CC7 ST _El 1700 2000
PC1 6 ST _PC1 ST _El 1700 2000
PC2 10 ST PC2 ST _El 1700 2000
PC3 18 ST _PC3 ST _ElI 1700 2000
MB 0 - - 2000 2000
MC 0 - ST _El 1900 2000
cero

4.2.4.2 Determinacion de los parametros de la fuente de iones, gas,
voltaje ytemperatura.

Se modificaron los parametros CUR, CAD, IS, TEM, GS1, GS2, hasta
alcanzar la mejor sefnal (alta y estable), para cada una de las distintas
disoluciones de AMK/ KAN B a 1000 ng/mL (su preparacion se describe en el
punto h), anexo A) en solventes y/o mezclas de solventes a distintas
proporciones de acido férmico (disoluciones propuestas como fase movil, se

disolvieron en cada F.M. Ay F.M. B).
4.2.4.3 Determinacién de Amikacina en el espectrometro de MS/MS.

Se probaron distintas mezclas en disolucién de Amikacina a diferentes
concentraciones (100, 200, 500 y 1000 ng/mL) asi como distintas proporciones
de metanol/agua, y a diferentes porcentajes de acido férmico, con inyeccion
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directa continua al espectrémetro de masas, donde se observd la respuesta
analitica de la molécula en disolucion, hasta encontrar la cual nos diera
informacion referente al patron de fragmentacion caracteristico de la molécula.

(ver TABLA 15).

TABLA 15. Mezclas probadas para la determinacion de Amikacina en el
Espectrometro de Masas.

Disolucion stock de Diluciones a partir de la disolucion stock de

Amikacina 1 mg/mL a Amikacina (1mg/mL)
distintas — o
proporciones de Concentracion de metanol/ acido
Amikacina formico
metanol/agua, v/v agua (vV/v) (%)
50/50 100 ng/mL 0.01
30/70 200 ng/mL 50/50 0.05
70/30 500 ng/mL 30/70 0.1
50/50, al 0.05 % de 1000 ng/mL 70/30 sin 4cido
acido formico formico

Se prepar6 una disolucion stock de Amikacina a una concentracién de 1
mg/mL, en metanol/agua, 70:30, v/v (condicién a la cual se obtuvo mejor
respuesta). De esta disolucion stock se prepararon una serie de diluciones a
distintas concentraciones (10 000, 1000, 100 y 50 ng/mL), las cuales se
analizaron en el MS mediante inyeccion directa continua, donde a una
concentracion de 1000 ng/mL, se identifico el ion molecular, asi como los iones
de mayor abundancia y estabilidad caracteristicos a la fragmentaciéon de la
molécula (ver Figura 6) y se establecieron las mejores condiciones

espectrométricas para ello.
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4.2.4.4 Determinaciéon de Kanamicina B en el espectrometro de MS/MS.

Se llevaron a cabo una serie de pruebas para la disolucion Kanamicina B, a
distintas proporciones de metanol y agua, asi como de &cido formico (ver

TABLA 16).

TABLA 16. Mezclas probadas para la disolucion de Kanamicina B

Concentracion metanol/agua, Acido formico (%)
de Kanamicina B v/v
70/30 0.01
200 pg/mL 50/50 0.05
30/70 0.1
100 % agua sin &cido férmico

Se prepar6 una disolucion stock de Kanamicina B a una concentracién de
200 pg/mL, en metanol/ agua, 30/70, v/v (condiciones de mejor disolucién). A
partir de la disolucién stock, se prepararon una serie de diluciones a distintas
concentraciones (20 000, 2 000, 200 y 100 ng/ mL), las cuales se analizaron en
el MS mediante inyeccion directa continua, donde a una concentracién de 2 000
ng/mL, se identificé el ion molecular, asi como los iones de mayor abundancia y
estabilidad caracteristicos a la fragmentacion de la molécula (ver Figura 7) y se
establecieron las mejores condiciones espectrométricas para ello. Se obtuvo la
mejor respuesta (senal mas alta y estable) en Fase mévil A: agua al 0.2% de
acido formico, Fase mévil B: ACN al 0.2% de acido férmico, de donde se
tomaron los parametros de la optimizacion como condiciones espectrométricas

(ver TABLA 21), para trabajar posteriormente con el sistema cromatografico.
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4.2.4.5 Condiciones cromatograficas.

En la TABLA 17 se resumen las condiciones cromatogréaficas que fueron
probadas con una solucion de AMK/ KAN B a 1000 ng/mL durante el desarrollo

del método hasta obtener las mejores condiciones para las moléculas.

TABLA 17. Condiciones cromatograficas probadas durante el desarrollo

del método.
Fase Fase movil Flujo, | %deF.M | T°enla
Estacionaria ML/min B columna
Columna Luna
NH,, 3 um, 100
BB Al 5 800, 1,000 800, 10 40 °C
’ ' ' 1000

El sistema cromatografico seleccionado fue: Columna Luna NH,, 3 um, 100 A,
50 x 4.6 mm, F.M. A: agua al 0.2% de acido férmico, F.M. B: ACN al 0.2% de &cido
férmico, flujo de 800 uL/min, temperatura en la columna 40 °C, elucién isocratica, 10 %
de F.M. B, ya que se obtuvieron mas cuentas por segundo (cps) para cada molécula,

picos mas definidos.

4.2.4.6 Preparacion de la curva de calibracion.

La curva de calibracion se construy6 a 7 niveles de concentracion (de 2 a 20
Hg/mL, como se describe en la TABLA 14), con tres series de puntos control, dentro del
mismo rango de la curva, pero distintos a los puntos de la curva de calibracién. El
rango de concentracion fue seleccionado de acuerdo a los niveles plasmaticos de AMK

esperados en la poblacion de estudio (ver TABLA 6).
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4.2.4.7 Tratamiento de muestra.

Se trabaj6 con un pool de plasma humano (resguardo confidencial de la
PGJ), el cual se filtré previamente con papel filtro Whatman #1, se conservo a -
80 °C hasta su utilizacion. Se trabajé con las curvas de calibracion descritas en
las TABLAS 13 y 14, asi como con el sistema Cromatografico y de

Espectrometria de masas descritos en las TABLAS 20 y 21.

4.2.4.7.1 Precipitacion de proteinas. Se realizd6 un enriquecimiento de
plasma de AMK/KAN B a una concentracién final de 1000 ng/mL, para 12
cargas de 1 mL. A 900 uL de plasma se afnadieron 50 uL de ST_CC1y ST_El,
respectivamente, se llevaron a vortex por 30 s, de ahi se tomaron 400 uL del
plasma enriquecido y se afnadieron 400 uL de ACN, Metanol, ACN: Metanol,
1:1, cada uno por triplicado en tubos eppendorf, se llevaron a vortex durante 1
min, enseguida se llevaron a centrifugacion 3 min, a 13,500 rpm, a 8 °C. Se
transfirié el sobrenadante a un vial para Cromatografia y se llevé a su analisis
para HPLC-MS/MS. Se realizé precipitacion de proteinas de la misma manera
para 12 cargas de 1 mL de plasma enriquecidas de AMK/KAN B a una
concentracion final de 10,000 ng/mL. A 850 pL de plasma enriquecido se
anadieron 100 pL de disolucién de trabajo de 100 pg/mL de AMK y 50 uL de

disolucion stock de KAN B.

Se obtuvieron mejores recuperaciones para ambas moléculas en la
precipitacion de proteinas con ACN, por lo que se continué probando otros

sistemas.
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Se enriquecieron 12 cargas de plasma colocando para cada una 900 uL de
plasma filtrado en tubos eppendorf, se afadieron a cada uno 100 pL de
ST_CC7, se mezclaron en vortex durante 30 s. Se tomaron 400 pL del plasma
enriquecido, se afnadieron 400 pL de ACN y 50 uL de ST_EI, se llevaron a
agitacion en vortex durante 1 min. La mezcla se llevo a centrifugacion 3 min, 8
°C, 18,500 rpm. El sobrenadante se transfirié a un tubo de vidrio y se llevo a
sequedad en una atmadsfera de nitrégeno a 20 psi, 15 min a 50 °C, en un bafo
con agua. Se reconstituyeron con 100 pL de las siguientes disoluciones, cada

una por triplicado:

ACN al 0.2% de acido férmico

Agua al 0.2% de acido formico

e ACN

Agua

4.2.4.7.2 Extraccion en Fase Sdlida (SPE). Se realiz6 con cartuchos de
intercambio cationico, utilizando una estacibn de vacio de 24 posiciones
(Vaccum Manifold). Para la SPE se evaluaron las condiciones de
acondicionamiento, equilibrio, carga de muestra, lavado y elucion, donde se
utiliz6 5 mmHg de vacio. La SPE se llev6 a cabo en la finalidad de depurar y
eliminar posibles interferencias, asi como compuestos enddgenos presentes en

la matriz.

4.2.4.7.2.1 Disolvente de elucidn. Para establecer el disolvente de elucion
se probaron distintos sistemas por duplicado como se muestra en la TABLA 18.

Se selecciond el disolvente con el cual se obtuvieron recuperaciones de las
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moléculas, enseguida se modificé el pH del disolvente de elucion y se
analizaron las fracciones de lavado, donde se observaron ambas moléculas,
debido a ello se probaron distintos sistemas donde se modificd la composicidén y

pH de las disoluciones de lavado.

TABLA 18. Sistemas probados para la eleccion del disolvente de elucion.

Acondicionamiento 1 mL de metanol

Equilibrio 1 mL de agua

Carga de muestra | 1 mL, para CC1 y CC7 de la curva de calibracion.

Lavado 1 mL de HCI 0.1 N en agua
Lavado 1 mL de HCI 0.1 N en metanol
2x 500 pL de 2x 500 2x 500 pyL | 2x 500 pL
., hidroxido de uL de de de
Elucion amonio al 5% | hidréxido | hidréxido | hidréxido
en de de amonio | de amonio
Acetonitrilo amonio al al 5% en al 10% en
5% en agua agua
metanol

4.2.4.7.2.2 Disoluciones de lavado. De acuerdo a los resultados obtenidos,
se cambid la composicion de las disoluciones de lavado, el volumen de carga
de muestra y se trabaj6é con el disolvente de elucidén, con el cual se obtuvieron
mejores recuperaciones, el cual fue hidroxido de amonio al 10% en agua, ver

TABLA 19.
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TABLA 19. Sistemas probados para la eleccion de la composicion de las
disoluciones de lavado.

Acondicionamiento 1 mL de metanol
Equilibrio 1 mL de agua
Carga de muestra 1 mL, para 2 mL, para CC1y CC7 de la
CC1y CC7 curva de calibracion.
de la curva
de
calibracién.
Lavado 1 mL de agua 1 mL de HCI
0.01 N
Lavado 1 mL de metanol 1 mL de HCI
0.01 N
Elucion 2x 500 pL de hidroxido de amonio al 10% en
agua

4.2.4.7.2.3 Volumen de carga de muestra. De acuerdo a los resultados
obtenidos con las pruebas anteriores, se continué con la evaluacién
modificando el volumen de carga a 2 mL con el cual se obtuvo mejor respuesta,
asi como con las disoluciones de lavado con 1 mL de agua y metanol,
respectivamente. Se probaron a distintos porcentajes hidréxido de amonio como

disolucion de elucion a 5, 12 y 15% en agua.

4.2.4.7.2.4 Disolucion de equilibrio. Se cambié la composicién y el
volumen de la disolucion de equilibrio, se trabajéo con 2 mL de metanol para
acondicionamiento, 2 mL de agua pH 2.5, 2mL de carga de muestra, 1 mL de
agua y metanol, como disoluciones de lavado e hidréxido de amonio al 5%,

como disolucion de elucion.
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Con las mejores condiciones obtenidas se realizé una curva de calibracidn

en matriz por duplicado (ver TABLA 14).

4.2.4.8 Desarrollo del método analitico.

Se prepararon 2 mL de matriz enriquecida (ver TABLA 14) en tubos de
polipropileno de 15 mL. Se agitaron en vortex a maxima velocidad por 30 s
para homogenizar. Para SPE en cartuchos STRATA-X-C, se colocaron los
cartuchos en SPE Vaccum Manifold. Enseguida se acondicionaron con 2 mL de
metanol, después se activaron con 2 mL de agua HPLC acidificada, pH 5, se
leyeron las muestras enriquecidas previamente, posterior a esto, se lavaron con
1 mL de agua HPLC, seguido por 1 mL de metanol. Se eluyé dos veces con 500
UL de hidroxido de amonio en agua, pH 11.73. Se transfirié cada fraccion eluida
a un vial de vidrio con tapa de 1 mL, se taparon y analizaron siguiendo el
Instructivo para el manejo de Cromatégrafos de Liquidos acoplados a

Espectrometros de Masas/Masas.

Previo al andlisis de muestras, se verificd el sistema Cromatografico de
Liquidos acoplado a Espectrometro de Masas/Masas. Las condiciones de
HPLC-MS/MS para el analisis de AMK/KAN B se muestran en las TABLAS 20 y

21.

TABLA 20. Condiciones cromatograficas para la determinacion de

AMK/KAN B.
Columna Luna NHs, 3 um, 100 A%, 50 X 4.6 mm
Fase movil A Agua al 0.2% de acido férmico
Fase movil B ACN al 0.2% de acido férmico
Volumen de inyeccion 5uL

56



Temperatura en la
columna

Flujo

Elucion

TABLA 21. Condiciones Espectrométricas para el analisis de AMK/KAN B.

Parametro
Modo de ionizacion

Tipo de escaneo

Tipo de lonizacion
Declustering Potential
(DP)
Entrance Potential
(EP)
Collision Energy (CE)

Collision cell exit
potential (CXP)

Curtin gas (CUR)
CAD gas
Temperatura
IS Voltaje

GS1/nebuIizer

GS,/Turbo gas

40 °C

800 puL/min
Isocratica, 10 % de F.M. B

Valor

Positiva

Monitoreo de reaccion multiple (MRM)

Electrospray ESI+
Amikacina 70 V

Kanamicina B 80 V

Amikacina y Kanamicina B 10 V

Amikacina 35V
Kanamicina B 30 V

Amikacina y Kanamicina B 10 V

10 psi
High
500 °C
5,500 V
30 L/min

60 L/min

57



4.2.4.9 Validacion del método analitico.
Los pardmetros de validacion/verificacion del método analitico se

establecieron de acuerdo a normas nacionales e internacionales® 9% 94 95,96

4.2.4.9.1 Férmulas utilizadas para los calculos en la validacion.

F=Im@o ()

n

n (Xi_)?)z

DE= 2= @)
%CV =22+100  (3)

4.2.4.9.2 Selectividad, Interferencia, Efecto de matriz. Se procesaron 3
unidades de matriz biolégica normal, lipémica, hemolizada e ictérica. El
proceso se realizé con Matriz Blanco (MB). Se procesé la misma matriz
biolégica. El proceso se realizé6 con una matriz enriquecida de la misma forma
que PC1 y PC3 (ver TABLA 14). Se obtuvo para cada unidad un Factor Matriz

Normalizado por el Estandar Interno, conforme a la Férmula 4.

Ram
FMN = £gp (4)

Reis

Selectividad: La respuesta analitica de las interferencias proximas al tiempo
de retencidn debe ser menor al 20 % para el limite inferior de cuantificacion del
analito y del 5% para el Estandar Interno. La matriz blanco no debe presentar
aumento o supresion de la senal en el tiempo de retencion del analito de

interés. Interferencia y Efecto de Matriz: EI CV % del FMN calculado de las 6
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unidades de la matriz no debe ser mayor que el 15 %. Las matrices evaluadas

no deben afectar el resultado del analisis dando falsos positivos.

4.2.4.9.3 Linealidad. Se analizé el rango propuesto para la curva de
calibraciéon (ver TABLA 14). Se procesaron 5 curvas de calibracién con 2 series
de puntos control PC 1, PC 2 y PC 3 (diferentes a los de la curva de calibracién
y estaban incluidos en el intervalo de trabajo), MB y Mcero distribuidas en 3
dias consecutivos (3 curvas en un dia y 1 curva por dia restante) en la matriz en
el rango propuesto durante el desarrollo del método. Criterio de aceptacion: Las
curvas de calibracion deben ajustarse a un modelo y=mx + b y deben tener un
coeficiente de correlacion (r) >0.995. Los datos de concentracidén recuperada de
la curva de calibracién deben estar dentro del 15% de la concentracion nominal
en cada nivel de concentracion, excepto para el limite inferior de cuantificacion,
ya que puede ser menor o igual que el 20 %. Al menos el 75 % de las
concentraciones de la curva de calibracion con un minimo de 6 puntos deben
cumplir con este criterio. Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50 % de
cada nivel de concentracidon debe cumplir con el criterio del 15% de la
concentracion nominal y 20 % para el limite inferior de cuantificacion. Si la curva
de calibracidén cuenta con mas de seis puntos, se puede eliminar o no tomar en
cuenta aquellos que no cumplan con el criterio de aceptacion de porcentaje de

recuperacion, siempre y cuando no sean los puntos extremos.

4.2.4.9.4 Limite de cuantificacion. El punto mas bajo de la curva de
calibracién se determiné en base al 5% del Cnax reportado para la Amikacina.

Se analizaron una serie de diluciones por triplicado, a partir de CC1 de la curva
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de calibracién (1:2, 1:3, 1:6) y se determind la relacion sefnal ruido (S/R).
Criterios de aceptacion: La relacion senal/ruido debe ser al menos de 10:1 y el

coeficiente de variacion debe ser menor al 15%.

4.2.4.9.5 Limite de deteccion. Se analizaron una serie de diluciones por
triplicado a partir del CC1 de la curva de calibracién (1:2, 1:4, 1:8, 1:10) y
determind la relacién senal ruido (S/R). Se calcula en base a la siguiente

formula:

Y.p- Yg + 305, donde Yges la respuesta de la media de 10 blancos analiticos y

og es la desviacion estandar.

Criterios de aceptacion: La relacion senal/ruido debe ser al menos de 3:1 y el

coeficiente de variacion debe ser menor al 15%.

4.2.4.9.6 Prueba de acarreo. Se analizé un blanco después de la disolucion
de mayor concentracion de la curva de calibracion. Esta prueba se realizé por
triplicado y se tomé de la prueba de linealidad, analizando en todas las curvas
de calibracién un minimo de 3 inyecciones del mismo blanco después del punto
de la curva de mayor concentracion. Criterio de aceptacidén: La sefal (area)
observada debe ser < 10% del area del limite de cuantificacion del analito de

interés y 5% para el Estandar Interno.

4.2.4.9.7 Precision. Se evaludé mediante:

Repetibilidad. Se realiz6é el analisis de tres disoluciones, PC1, PC2 y PC3 por

triplicado en un dia. Se calcul6 la concentracidn para cada nivel.
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Reproducibilidad: Se realiz6 el andlisis de tres disoluciones, PC1, PC2 y PC3,

por duplicado durante tres dias consecutivos.

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion promedio debe ser menor al

15%.

4.2.4.9.8 Incertidumbre. Se calculé la desviacién estandar de los datos
obtenidos a partir del ejercicio de linealidad en cada uno de los puntos de la
curva de calibracion, de determina la incertidumbre expandida multiplicando la
desviacion estandar por 2. Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion

debe ser menor al 15%.

4.2.4.9.9 Robustez. Se realizé con una serie de PC1, PC2 y PC3, se
sometieron a condiciones extremas y ajenas a procedimiento (congelando vy
descongelando el extracto y se dej6 el extracto a temperatura ambiente por dos

horas). Criterio de aceptacion: el porcentaje de recuperacion debe ser + 15%.

4.2.4.9.10 Estabilidad de la muestra. Se evalu6 por triplicado la respuesta
del analito a las concentraciones de los PC1 y PC3, se analiz6 inmediatamente
después de su preparacion y después de ser sometidas a las condiciones de
ensayo a evaluar. Se interpolaron los puntos control en una curva de calibracion
recién preparada y se compararon las concentraciones obtenidas con la

concentracién nominal.

Estabilidad a corto plazo. Evaluar la estabilidad del analito en la matriz
biol6gica a la temperatura ambiente y tiempo de procesamiento de la muestra

(3 h).
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Estabilidad a largo plazo. Se evalué la estabilidad del analito en la matriz
bioldgica, bajo las condiciones de almacenamiento en las que se mantienen las
muestras (-70 °C, una semana), periodo de tiempo equivalente al que

transcurre desde la obtencion de la muestra hasta su analisis.

4.2.5 Métodos (Etapa Il)

4.2.5.1 Diseno de Estudio.
Prospectivo Observacional.

4.2.5.2 Lugar de Estudio.
Unidad de Cuidados Intensivos Postquirdrgicos de Pediatria, de la Unidad
Médica de Alta Especialidad, Hospital de Cardiologia No. 34 del Instituto

Mexicano del Seguro Social.
4.2.5.3 Poblacion de Estudio.

TABLA 22. Clasificacion de la poblacion de estudio.

Neonatal R/N hasta 28 dias
Lactante menor 28 dias hasta 11 meses
Lactante mayor 1 afo hasta 1 afo, 11

meses
Preescolar 2 anos hasta 5 anos 11
meses

4.2.5.4 Criterios de seleccion de la muestra.

4.2.5.4.1 Criterios de inclusion. Pacientes en terapia con Amikacina con un

régimen de administracion parenteral por mas de dos dosis, para garantizar
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obtener la Cnax. Carta de consentimiento informado firmada previamente por el

tutor del menor (ver ANEXO B).

4.2.5.4.2 Criterios de exclusiéon. Pacientes con dano hepatico, debido a
que no existe algun procedimiento para ajustar la dosis en dano hepatico para

este grupo poblacional.

4.2.5.5 Tamano de la muestra.

Dadas las caracteristicas del estudio, se tomaran todos los elementos del
mismo que cumplan con los criterios de inclusion, que se limita a los pacientes
de la Unidad de Cuidados Intensivos de Pediatria, de la Unidad Médica de Alta
Especialidad, Hospital de Cardiologia No. 34 del Instituto Mexicano del Seguro

Social.

4.2.5.6 Definicion de variables.

Las variables que seran sujeto de estudio son definidas en el ANEXO C.

4.2.5.7 Descripcion general del estudio.

Se revisO el expediente clinico de cada paciente que tenia terapia
antimicrobiana con Amikacina, ya sea en monoterapia o terapia combinada, por
mas de dos dosis. Fueron seleccionados los pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion, enseguida se hizo el registro en formatos (ver ANEXO D),
donde se recabd toda la informacion de interés. Se observaron durante la
terapia distintos pardmetros clinicos que se incluyeron en el analisis. Para cada
paciente se obtuvo una muestra de sangre de catéter central, en un tubo

vacutainer que contenia anticoagulante EDTA para la cuantificacién del
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Aminoglucésido en plasma (Cnax), mediante el método descrito en el punto
4.2.4.8. La toma se hizo a los 60 min de haber comenzado la infusion de la
segunda dosis de Aminoglucésido, cuando la administracion fue cada 24 h.
Cuando la administracién fue cada 12 h, se hizo a los 60 min de haber
comenzado a la tercera dosis. Se consideré como respuesta adecuada al
tratamiento a aquellos pacientes que se encontraron dentro del consenso de la
guia de referencia rapida del Consejo de Salubridad General: Diagnostico y
tratamiento de Sepsis y Choque Séptico en pacientes de 1 mes a 18 afos de

edad.

4.2.5.8 Analisis estadistico.

Los resultados fueron analizados utilizando estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central, donde las variables continuas fueron
presentadas como media y desviacion estandar. Las variables nominales se

reportaron como porcentaje.

4.2.5.9 Aspectos éticos.

El presente estudio para efectos del Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion, en el articulo 17, se clasifica como Investigacion
con riesgo minimo, ya que es un estudio que emplea el riesgo de datos a través
de procedimientos comunes como extraccion de sangre (menor al 2% de
sangre total en neonatos) y no se realizé6 ninguna intervencion o modificacion
intencionada en las variables fisiol6gicas, psicolégicas y sociales de los

individuos que participaron en el estudio, que se limita a la poblacion pediatrica
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de la Unidad de Cuidados Intensivos Postquirdrgicos de Pediatria, que

cumplieron con los criterios de inclusién.

Dado a que en el estudio participaron pacientes menores de 16 afnos, de
acuerdo con el Articulo 36 del Reglamento de la Ley General de Salud, se
incluy6 una carta de consentimiento informado, en la cual el representante legal
del menor autorizd su participacién en pleno conocimiento de la naturaleza de

los procedimientos, con capacidad de libre eleccién sin coaccién alguna.

La obtencion del consentimiento informado se hizo en el momento en el cual
fue identificado el potencial participante, que cumplié con los criterios de
inclusién descritos en el presente estudio. El representante legal del menor
recibié una explicacién clara y completa de tal forma que pudo comprender
todos los aspectos de la investigacion, esto se hizo por parte de los

investigadores.

Los procedimientos de este estudio se apegan a normas éticas, al

Reglamento de la Ley General de Salud y a la Declaracion de Helsinki vigente.

Procedimiento que se hizo para garantizar la confidencialidad de la

informacion: se otorgd un folio a cada paciente, el cual se utilizé para identificar

la hoja de datos del paciente.
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Las posibles contribuciones y beneficios del estudio para los participantes
son: Obtener la concentracién eficaz del farmaco relacionada con la mejoria
clinica del paciente, evitando y/o disminuyendo la posible aparicion de efectos

adversos.

Las posibles contribuciones y beneficios del estudio para la sociedad son:
Optimizar la dosis de Amikacina para los microorganismos sensibles y evitar

resistencia bacteriana.

La intervencidn o procedimiento representé para el menor una experiencia
razonable y comparable con aquellas inherentes a su actual o esperada
situacidn médica, teniendo altas posibilidades de obtener conocimientos
generalizados sobre su condicién o enfermedad, que son de gran importancia

para comprender el trastorno o para lograr su mejoria en otros sujetos.

4.2.5.10 Bioseguridad.
Para el presente estudio, la Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de
Cardiologia No. 34 del IMSS, la Fiscalia General de Justicia de Nuevo Leén y

sus colaboradores conocen y cumplen con lo siguiente:

a) La Ley General de Salud 2012. Titulo Quinto. Investigacion para la
Salud. Articulo 96-103.
b) El reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién en

Salud.
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c) El Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la Organizacion Mundial
de la Salud.

d) Reglamento de la Ley General de Salud en materia de control sanitario
de la disposicidon de 6rganos, tejidos y cadaveres de seres humanos.
Capitulo | a Xl y transitorios.

e) El Manual de Procedimientos para el Manejo y Control de Residuos
Biolégico infecciosos y Toxico peligrosos en Unidades de Atencion
médica del IMSS.

f) La NOM-052-SEMARNAT-2005 que establece las caracteristicas, el
proceso de identificacién y clasificacion y los listados de los residuos
peligrosos.

g) Las muestras biologicas se transportaron de acuerdo a las

recomendaciones nacionales e internacionales.

4.2.5 Métodos (Etapa lll)
4.2.6.1 Determinacion de concentracion de Amikacina.

Con el método analitico validado previamente se analizaron las muestras
obtenidas de cada paciente. El plasma se descongelé a temperatura ambiente,
y enseguida se analiz6 de acuerdo al procedimiento descrito en el punto

4.2.4.8, para determinar la Crmax de Amikacina en cada paciente.
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4.2.6.2 Recoleccion de datos microbioldgicos.

Para cada paciente se obtuvieron los resultados microbiologicos del cultivo,
realizado previamente por el area clinica del hospital, mediante la revisién de

expedientes clinicos.

4.2.6.3 Evaluacion de resultados.

De acuerdo a los resultados, se evalu6é la razén entre la concentracidon
plasmatica maxima obtenida y la concentracion minima inhibitoria para los
microorganismos detectados previamente para cada paciente, obteniendo los
datos de la CMI de cada especie, de las referencias internacionales. Se evalu6
si la Cmax de Amikacina en la poblacion de estudio corresponde con el rango

reportado en la literatura.

4.2.6.7 Analisis Estadistico.

Se ordend y expreso la informacion de los pacientes utilizando estadistica

descriptiva. Nos apoyaremos con Excel y el paquete estadistico SPSS.
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CAPITULO 5

RESULTADOS Y DISCUSION

La Amikacina es un Aminoglucésido para el tratamiento de infecciones
hospitalarias severas causadas por bacterias Gram-negativas resistentes a
multiples farmacos. Debido a su patron de toxicidad y a su estrecha ventana
terapéutica se requiere el desarrollo de meétodos validados para su
cuantificacion en distintas matrices bioldgicas®’. La Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion acoplada a Espectrometria de Masas es una técnica que ha
permitido aumentar la sensibilidad de las técnicas cromatograficas. En este
estudio se desarrollé y validé un método para la cuantificacion de Amikacina en
plasma humano, usando Kanamicina B como estandar interno, mediante HPLC-

MS/MS.
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5.1 Condiciones experimentales para la determinacion de Amikacina en el
espectrometro de MS/MS

De la serie de diluciones de Amikacina probadas, se obtuvo una mejor
respuesta a una concentracion de 1000 ng/mL, en una mezcla de
metanol/agua, 70/30, v/v, identificando el ion molecular, asi como los iones de
mayor abundancia y estabilidad caracteristicos a la fragmentacion de la
molécula, obteniendo los siguientes resultados de la optimizacién (ver TABLA

23).

TABLA 23. Condiciones espectrométricas para el analisis de Amikacina.

‘ Parametro Valor ‘
Modo de ionizacién Positiva
Tipo de escaneo Monitoreo de reaccién multiple (MRM)
Tipo de lonizacién Electrospray ESI+

Transiciones monitoreadas

lon molecular (m/z) Fragmentos (m/z)
Amikacina 586.3 425.2,264.3, 163
Kanamicina B 484.3 324.2,205.1, 163.3

Declustering Potential (DP) Amikacina 70 V
Kanamicina B 80 V

Entrance Potential (EP) Amikacina y Kanamicina B 10 V
Collision Energy (CE) Amikacina 35 V

Kanamicina B 30 V
Collision cell exit potential Amikacina y Kanamicina B 10 V
(CXP)
Curtin gas (CUR) 10 psi
Cad gas High
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Temperatura 500 °C

IS Voltaje

5,500 V

GS1/nebuIizer 30 L/min

GS_/Turbo gas 60 L/min

M ,E5: 1.888 min from Sanrple 2 (Aikadin EMS) of DetaAikacin 20170105 EMSwiff (Tubo Spray) Mex. 2667 ops

Intensity, cps
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En el analisis de Amikacina y Kanamicina B mediante MS/MS, el espectro
revela el pico base correspondiente a los iones moleculares, donde también se
puede observar que los Aminoglucdsidos muestran un patrén de fragmentacién
similar (ver Figuras 6 y 7). Distintos autores han reportado las transiciones
monitoreadas durante el andlisis de Amikacina por MS/MS, ver TABLA 24. Lo

cual coincide con las transiciones monitoreadas en el presente estudio (m/z

586.3, 4

25.2,264.3 y 163).

modo positivo.
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TABLA 24. Transiciones monitoreadas por distintos autores para

Amikacina.

2007 Chi-Yu Lu, et al.*® 586 20
425

2009 Lorena Baietto, et al. 586 30
264

2010 Perri A. Martos, et al. 586.4 29
425.2

2010 Perri A. Martos, et al. 586.4 55
163.1

2014 Yuma Bijleveld, et al.*® 586.3 55
163.2

La optimizacion de las condiciones de MS nos permitié obtener los espectros
correspondientes a cada molécula y asi poder diferenciar analiticamente las
mismas, ya que la MS se basa en la premisa de que existe un patréon de

fragmentacién caracteristico para cada molécula de acuerdo a su relacién m/z.

5.2 Sistema Cromatografico

TABLA 25. Mejores condiciones Cromatograficas obtenidas.

Columna Luna NHs, 3 um, 100 A%, 50 X 4.6 mm
Fase mévil A Agua al 0.2% de acido férmico
Fase mévil B ACN al 0.2% de acido férmico
Volumen de inyeccion 5uL
Temperatura en la 40 °C
columna
Flujo 800 pL/min
Elucién Isocratica, 10 % de F.M. B

73



Para la Cromatografia liquida, en el andlisis de distintas soluciones
propuestas como fase movil, las moléculas exhiben una mejor respuesta a una
mayor proporcion de fase acuosa acidificada. La columna cromatografica
seleccionada tiene grupos amino unidos a la superficie de la silice que sirven
como intercambiadores de aniones deébiles, teniendo selectividad polar en
condiciones de fase reversa. La seleccion de la fase movil es de mucha
importancia en la HPLC-MS/MS, ya que la interfase de un EM evapora la fase
movil, por lo que se debe de evitar sales o buffers no volatiles que puedan
ocasionar supresidn iénica. Debido a la naturaleza polar de ambas moléculas y
a la similitud en sus propiedades quimicas, no fue posible la resolucién de las
mismas; tiempo de retencién de Amikacina 0.50 min, Kanamicina B 0.49 min,

ver Figura8y 9.

XIC of +MRM (6 pairs): 586 300/163.000 Da ID: AMIKACINA 3 from Sample 8 (AMK 20 ug/50 KAN)of CURVAI _18_08_2017 aiff (Turbe Spray)
0.50

40000 | \

Figura 8. Cromatograma para Amikacina (14 pg/mL).
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W XIC of +MRM (6 pairs): 484.300/163.300 Da ID: KANAMICINA 3 from Sample 6 (AMK 14 ug/50 KAN) of CURVAI_18_08_2017.wiff (Turbo Spray)
0.49
1100 |

1050

Intensity, (ps

Figura 9. Cromatograma para Kanamicina B (El).

5.3 Tratamiento de muestra.

La preparacidén de la muestra es usualmente el paso mas laborioso, ya que
aproximadamente el 60% del tiempo de un andlisis, es empleado en la
preparacidén de la muestra. La precipitacion de proteinas se realiza mediante la
adicion de 2,3, o 4 partes de acetonitrilo u otro disolvente organico a una
muestra. El disolvente organico reduce la constante dieléctrica de la solucién de
la muestra, aumentando la atraccién entre las moléculas cargadas que
promueve la agregacién de las proteinas. Estas proteinas agrupadas se
desprenden de la solucion y son arrastradas al fondo de la muestra por

centrifugacion'®. Los sistemas probados con distintos solventes para la
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precipitacion, no arrojd que con acetonitrilo en una proporcién de 1:1, se
obtienen mejores recuperaciones de ambas moléculas, asi como llevando a
sequedad en una atmésfera de nitrégeno y reconstituyendo con agua. De
acuerdo a las recuperaciones obtenidas mediante precipitacion de proteinas
con matriz enriquecida a distintas concentraciones de Amikacina y Kanamicina

B, se continu6 a probar SPE.

La SPE es una de las mejores técnicas para el aislamiento, purificacion y
concentracion de los analitos. La SPE consiste en pasar una muestra diluida a
través de un cartucho que contiene un relleno de un material que extrae
selectivamente el analito de interés, desechando los compuestos que pueden
producir interferencias en el andlisis. La separacién de ciertos componentes de
una muestra se realiza mediante su distribucién en dos fases: un estacionaria y

otra movil''.

La SPE es importante cuando los compuestos van a ser
cuantificados mediante un detector de Masas, ya que presentan una
disminucién significativa de interferencias por compuestos intrinsecos en las
matrices complejas como el plasma humano'®. En nuestro analisis por SPE se
selecciond el cartucho en funcion de las caracteristicas de las moléculas,
tomando en cuenta la solubilidad, polaridad, capacidad de ionizacion, ya que,
de la seleccién del absorbente, dependeran los porcentajes de recuperacién del
analito. El cartucho seleccionado, Strata X-C, contiene un absorbente
polimérico de intercambio catidnico solido que acopla una cadena principal

hidrofoba con un grupo funcional de acido sulfonico. Este sorbente retiene a las

AMK/KAN B mediante varios mecanismos: intercambio catiénico, uniones pi-pi
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e interacciones hidrofobicas. Para que se llevara a cabo la extraccion de ambas
moléculas fue necesario establecer las condiciones de acondicionamiento,
equilibrio, carga de muestra, lavado y elucién, ya que la retencion de sustancias
ionicas esta regulada por el pH del medio. Las sustancias idnicas basicas como
la AMK y KAN B pueden retenerse en columnas intercambiadoras de cationes,
si se encuentran en su forma ionizada, es decir, el pH del medio es dos
unidades menores que el valor del pKa de la base. La extraccion se consigue
incrementando el valor del pH de la disolucién de elucién por encima del pKa,
aumentando asf la fuerza iénica'®. Para el proceso de SPE para las moléculas

se probaron distintas condiciones:

Activacion de la columna: Se realiza con el objeto de solvatar los grupos
funcionales del material de relleno de la columna, es necesario para activar la
superficie de la columna, asi como también eliminar impurezas que pueden
estar presentes en el dispositivo 0 que pueden estar recolectadas del ambiente
del laboratorio durante el almacenamiento hasta su uso. Para nuestro método

se seleccion6 2 mL de metanol.

Equilibrio: Se realiza con un disolvente igual o similar al empleado para
disolucién de las muestras. En este caso se utiliz6 agua acidificada (pH 2.5) con

acido clorhidrico (28-30%).

Carga de la muestra: En la aplicacion de la muestra se recomiendan flujos
lentos de para permitir la interaccién de las moléculas con la fase estacionaria y

asi poder obtener buenas recuperaciones, si se usa vacio, se recomienda no
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exceder a los 20 mmHg para evitar el secado de los cartuchos. Para nuestro

método no se utiliz6 mas de 5 mmHg.

Lavado de la columna: Se realiza para la eliminacion de las impurezas
retenidas en el paso anterior, utilizando un solvente relativamente débil con el
cual el analito no es extraido. Para el lavado utilizamos 1 mL de agua y

metanol, respectivamente.

Elucién: El solvente tiene que tener la fuerza idnica necesaria. Para AMK/
KAN B, con un pKa de 9.7, se utilizé una disolucion de hidroxido de amonio al
5%, a un pH de 11. 73'%. Una vez desarrollado el método analitico se continué
con la validacién del mismo para demostrar que es adecuado para el propésito

previsto.

5.4 Validacion del método analitico.

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual se establece,
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del
método cumplen con los requisitos para las aplicaciones previstas. Todos los
métodos analiticos empleados para la cuantificacion de muestras biol6gicas
deben ser validados en el sitio de andlisis y alcanzar el propdsito para el que
han sido desarrollados. Para el presente estudio se evaluaron las siguientes

caracteristicas de desempeno:
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TABLA 26. Selectividad: Matriz enriquecida a 2 uyg/mL de Amikacina, n=3.

% Recuperacion
de Amikacina

Midazolam 109.9
Omeprazol 109.2
Acetaminofén 107.1
Ibuprofeno 115.9
Amiodarona 102.4
Metoclopramida 92.8

En el ensayo de Selectividad, se demuestra que la recuperacion de
Amikacina no se ve afectada por la presencia de los farmacos anadidos a una
concentracion conocida, que son utilizados de manera rutinaria como terapia
concomitante en la poblacion de estudio, ya que se recupera de un 92 hasta un

115.9% de Amikacina.

TABLA 27. Interferencias: Matriz enriquecida a 2 pg/mL de Amikacina, n=3.

Matriz % Recuperacion
de Amikacina

Normal 95.0
Hemolizada 107.2
Lipémica 87.2
Ictérica 96.7
& 014 046 02 0.87 .31 156 160
"E‘ | : : | : . \ . : | . I‘ \ :
z 02 04 06 08 10 12 14 16 18
E Time, min

Figura 10. Cromatograma Blanco matriz hemolizada.
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Figura 11. Cromatograma Blanco matriz normal.
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Figura 12. Cromatograma Blanco matriz lipémica.

1000

02 04 Y; 08 10 12 14 15 18
Tine, win

Intensity, cps

Figura 13. Cromatograma Blanco matriz ictérica.

En este ensayo se demuestra la no interferencia significativa de compuestos
endbégenos de la matriz biolégica (normal, hemolizada, lipémica e ictérica),
mediante la evaluacion individual de al menos tres unidades de ésta, como se
muestra en las imagenes 10, 11, 12 y 13, donde se puede observar que las
matrices evaluadas no afectan el resultado dando falsos positivos. En la
evaluacion de estas matrices con la adicion de Amikacina se obtienen
porcentajes de recuperacion del analito de interés del 87 al 107%, por lo que la
matriz blanco no presenta aumento o supresion de la sefal en el tiempo de

retencion del analito de interés, ni del estandar interno.
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TABLA 28. Efecto Matriz: Matriz enriquecida a 2 pg/mL de Amikacina, n=3.

Matriz Factor Matriz
Normalizado
(FMN), CV%

Normal 5.0
Hemolizada 2.8
Lipémica 12.8
Ictérica 3.3

El CV% del FMN calculado para cada muestra blanco matriz no es mayor al
15%, por lo que la respuesta analitica del analito y el estandar interno en matriz

comparada en la solucion nos indica que no hay una diferencia significativa.

TABLA 29. Limite de cuantificacion, n=3.

Relacion | CV% Limite de
senal/ruido cuantificacion

10.9 4 0.3ug/mL

Figura 14. Cromatograma para Amikacina (0.3 pg/mL), relacion S/R= 9.
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Bajo condiciones experimentales se cuantific6 con exactitud y precision

aceptables, un nivel adecuado minimo de analito (en base al 5% del Cnax de

Amikacina en plasma humano esperado para la poblacién de estudio),

concentracion de la cual (2 ug/mL), a una dilucién de 1:6, se calculé con un

valor con el cual la relacion entre sefial y ruido es de 10:1.

TABLA 30. Limite de deteccion, n=3.

Relacion CV%
senal/ruido
6.7 12.7

Intensity, cps

Peak Irwtfubiv

Ymax=2.0e+1 gos

0.48
v

|

s 60
)=1.4e+2
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|
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Figura 15. Cromatograma para Amikacina (0.16 pg/mL), relacion S/R= 6.8.
TABLA 31. Acarreo, n=3.

Dia 1
Dia 2
Dia 3

Area blanco/
Area LQ (%)
0.54
0.90
1.12

Promedio | 0.85

Area blanco/
Area SI (%)
0.15

0.009

0.08

0.08

La respuesta analitica de las interferencias préximas al tiempo de retencién

fueron menores al 20% para el Limite de Cuantificacién y del 5% para el
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estandar interno, por lo que no hay aparicion o aumento de la sefal del analito
ni estandar interno causado por la contaminacién de muestras anteriores a cada

inyeccion en el HPLC-MS/MS, bajo las condiciones del ensayo.

TABLA 32. Linealidad

Muest | Recuperaci | Recuperaci | Recuperaci | Recuperaci | Recuperaci

ra on (%) on (%) on (%) on (%) on (%)
Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva 5

CC1-1 107 107 114 104 94.7
CC1-2 91.5 93.1 94.6 97.9
CC1-3 97.7 97.6 92.7 98.7 113
CC1-4 103 102 91.8 103 98.1
CC1-5 102 99.4 97.5 89.5 96.1
CC1-6 101 97.4 103 105 95.7
CC1-7 97.5 103 107 102 103
PC1-1 99.8 109 105 101 90.1
PC1-2 106 107 93.4 86.7 90.5
PC1-3 113 97.3 87.7
PC1-1 108 109 99.2 91.9 93
PC1-2 105 104 100 95.4 89.7
PC1-3 101 99.7 85.5 90.2 108
M 0.677 0.681 0.613 0.593 0.556
R 0.9989 0.999 0.9956 0.9967 0.9968

y=0.677x +

0.0931

CC- Curva de Calibracion, PC- Punto Control, r- Coeficiente de correlacion
de Pearson, m-pendiente de la recta.

El modelo cumple con los criterios de un modelo lineal y=mx + b para cada
curva de calibracién (ver Figura 16), asi como las recuperaciones se encuentran
dentro del rango nominal por mas del 85%, el Coeficiente de correlacion mayor

a 0.995 en cada una de las curvas evaluadas. Al menos el 75% de las
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concentraciones de la curva de calibracidon se encuentran dentro del 15% de

recuperacion. Por lo tanto, se demuestra un intervalo lineal de 2-20 ug/mL.

B LIN] € 2200917.0db (AMIKACINA 3): "Linear” Regression ('] /x" weighting):y = 0681 x + 00546 (r = 0.9990)

40

Figura 16. Curva de calibracién en plasma humano, a una concentraciéon
de Amikacina de 2-20 pg/mL.

TABLA 33. Repetibilidad, n=3.

CC1 CC2 CC3 | CV%
Dia1 | Conc. Conc. | Conc.
pg/mL | pg/mL | pg/mL
PC 1 5.9 6.5 6.6 5.3
PC2 105 10.5 10.8 2.7
PC3 | 204 18.2 17.7 7.8

El CV% del valor promedio para cada punto control en las tres curvas de
calibracion evaluadas de manera individual en el mismo dia, es menor al 10%,

por lo que existe concordancia entre los resultados del ensayo.

TABLA 34. Reproducibilidad, n=3.

Dia1 | Dia1 Dia1 | Dia2 Dia 3

Conc.  Conc. | Conc. | Conc. | Conc. | CV%

pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL | pg/mL
PC1 59 6.5 6.6 6.6 52 9.7
PC 2 10.5 | 10.5 10.8 10.5 8.9 7.6
PC3 204 | 18.2 17.7 18.0 15.5 9.8
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Existe concordancia en los resultados de cada punto control de cinco curvas
de calibracion, evaluadas de manera individual tres en un dia y dos en dos dias

diferentes, en el mismo laboratorio, por el mismo analista. EI CV% del valor

pormedio, es menor al 10%.

TABLA 35. Exactitud

CC1 | CC2  CC3 CC4 | CC5 PROM
% Recuperacion | 102.5| 1019 | 986 | 97.1 | 96.6 | 994

% Error -2.53 -1.9 14| 2.9 3.4 0.7

El % de recuperacion promedio para cada curva de calibracién se encuentra

arriba del 96, el % de error promedio es menor a 3.4, por lo que se cumple con

el criterio de aceptacion.

TABLA 36. Estabilidad tiempo cero, n=3.

Recuperacion | CV%

(%)
PC 1 93.4 3.7
PC 2 93.9 4.5
PC3 92.9 2.6

TABLA 37. Estabilidad en automuestreador 2 h, n=3.

Conc. Conc. promedio
promedio (vg/mL) 2 h CV% | Recuperacion
(ng/mL) automuestreador (%)
tiempo cero
PC 1 5.6 6.1 6.61 102.7
PC 2 9.4 10.1 5.57 101.7
PC3 16.7 17.7 3.78 98.0
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TABLA 38. Estabilidad en automuestreador 4 h, n=3.

Conc.
promedio | Conc. promedio (ug/mL) | CV% | Recuperacion
(ng/mL) 4 h automuestreador (%)
tiempo cero
PC 1 5.6 6.0 4.4 99.3
PC 2 9.4 9.8 3.2 98.1
PC 3 16.7 17.5 3.2 97.3

Tabla 39. Estabilidad en automuestreador 6 h, n=3.

Conc. promedio Conc. Promedio
(ng/mL) tiempo (mg/mL) 6 h CV% | Recuperacion
cero automuestreador (%)
PC 1 5.6 5.6 0.4 93
PC 2 9.4 9.4 0.1 94
PC3 16.7 16.6 0.4 92.4

Tabla 40. Estabilidad sobre la mesa, 4 h, temperatura ambiente (25°C), n=3.

Concentracion Concentracion
promedio (ug/mL) | promedio (ug/mL), | CV% | Recuperacion
tiempo cero temperatura (%)
ambiente.
PC1 5.6 6.1 6.6 101.7
PC 2 9.4 8.9 5.6 89.4
PC3 16.7 18.1 3.8 100.6
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Tabla 41. Estabilidad en refrigeracion 3 h, 2°C, n=3.

Concentracién Concentracién
promedio promedio (ug/mL) 3 h | CV% | Recuperacién
(ng/mL) en refrigeracion (%)
tiempo cero
PC 1 5.6 5.3 3.9 89.7
PC 2 9.4 8.8 4.7 87.8
PC3 16.7 17.5 3.3 97.0

Tabla 42. Estabilidad en congelacion dos semanas, a -70 °C, n=3.

Concentracién Concentracién
obtenida promedio (ug/mL) | CV% | Recuperacion
(mg/mL) tiempo | en congelaciéon dos (%)
cero semanas
PC 1 5.6 5.6 6.2 98.3
PC 2 9.4 10.0 0.8 100.3
PC 3 16.7 17.7 1.7 98.3

Tabla 43. Estabilidad en congelacion 60 dias, a -70 °C, n=3.

Concentracion Concentracion
promedio promedio (ug/mL) en | CV% | Recuperacién
(mg/mL) tiempo | congelacién 60 dias. (%)
cero
PC 1 5.6 5.1 6.2 85.5
PC 2 9.4 9.3 0.8 92.9
PC3 16.7 16.3 1.7 90.7
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El desarrollo y validacion de un nuevo método de extraccion de Amikacina
mediante SPE acoplado con HPLC-MS/MS para cuantificacion de Amikacina en
plasma humano tiene un enorme potencial de aplicacion clinica para la
optimizacion del tratamiento. Nuestro método para cuantificacién de Amikacina,
usando Kanamicina B como estandar interno, nos provee exactitud y precision
en el analisis. El procedimiento de extraccion es simple, rapido y selectivo para
nuestro analito. Trabajos previos para la cuantificacion de aminoglucdsidos en

plasma humano describen procesos de derivatizacion (Serrano JM, et al1°5), I

o]
que aumenta el tiempo de proceso de la muestra, mas laborioso e inestabilidad
de los derivados para su analisis. Para la validaciéon del método analitico, el
rango de concentracion de la curva de calibracién fue propuesto de acuerdo a la
concentracion de Amikacina en plasma humano esperado en la practica clinica.
Los ensayos de selectividad, interferencias, efecto matriz, cumplen con los
criterios de aceptacion ya que el % de recuperacion obtenido con respecto al
valor real se encuentra dentro del rango 100 — 15%. La evaluacién con la
adicion de farmacos administrados en terapia concomitante con Amikacina y/o
sus metabolitos, asi como otras sustancias que pueden estar presentes en la
matriz bioldgica, en los ensayos de manera individual, no se demuestra una
respuesta analitica significativa proximas al tiempo de retencion del analito ni
del estandar interno, haciendo de este método adecuado para la poblacién de
estudio. No se observo efecto de matriz, prometiendo una cuantificacion precisa
de Amikacina, debido a la ausencia de picos interferentes. En los ensayos de

Precision el CV% promedio para cada curva de calibracion es menor al 15%,

haciendo este método preciso y reproducible. La evaluacion realizada de
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estabilidad del analito en la muestra procesada a la temperatura del
automuestreador (8 °C) a tiempos en los cuales se procesa la muestra, asi
como la estabilidad bajo temperatura ambiente en condiciones de temperatura y
tiempo posibles de trabajo, asi como las condiciones de almacenamiento y del
tiempo que transcurre desde la obtencion de la muestra hasta su analisis nos
demuestra que el farmaco permanece estable en la matriz biolégica ya que la
recuperacion para cada serie de punto control evaluada se encuentra dentro

del 100 -15%.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

1.- Se establecieron las condiciones espectrométricas y cromatograficas para la
determinacioén de Amikacina y Kanamicina B como estandar interno, por HPLC-

MS/MS.

2.- Se validé un método analitico mediante HPLC-MS/MS para la cuantificacion

de Amikacina en plasma humano.
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ANEXO A. Preparacion de disoluciones estandar, disoluciones de trabajo,

reactivos y controles.

a)

b)

d)

e)

Disolucion 70/30, v/v, de metanol/agua HPLC, 200 mL. Se midieron
140 mL de metanol y 60 mL de agua, se transfirieron a un frasco de

vidrio de 250 mL, se mezcld en vortex durante 1 minuto.

Disolucion 30/70, v/v, de metanol/agua HPLC, 50 mL. Se midieron 35
mL de agua y 15 mL de metanol, se transfirieron a un tubo de

polipropileno de 50 mL, se mezclé en vortex durante 1 minuto.

Disolucion de hidréxido de amonio al 5% en agua HPLC, 50 mL, pH
12. Se transfirid6 2.5 mL de hidréxido de amonio a un matraz volumétrico
de 50 mL y se llevé a volumen con agua, se mezcl6 hasta

homogenizacién. Se midi6 el pH.

Agua HPLC acidificada, pH 5, 100 mL. A 100 mL de agua, se
anadieron 10 pL de acido clorhidrico, se llevé a vortex por un minuto. Se

midio el pH.

Solucion Stock de Amikacina 1 mg/mL. Se pesaron 10 mg de estandar
de Amikacina en un matraz volumétrico de 10 mL, se llevé a volumen
con la mezcla descrita en el punto 4.2.4.1.2, se mezclé en vortex hasta
homogenizacién completa. Se almacené la solucion a 2 °C hasta su

utilizacion.
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f)

g)

h)

Solucion Stock de Amikacina 2 mg/mL. Se pesaron 50 mg de estandar
de Amikacina en un matraz volumétrico de 25 mL, se llevé a volumen
con la mezcla descrita en el punto 4.2.4.1.2, se mezcld en vortex hasta
homogenizacién completa. Se almacené la solucion a 2 °C hasta su

utilizacion.

Solucion Stock de Kanamicina B de 200 pg/mL, como estandar
interno. Se pesaron 10 mg de estandar de Kanamicina B en un matraz
volumétrico de 50 mL, se llevo a volumen con la mezcla descrita en el
punto 4.2.4.1.3, se mezcl6 hasta homogenizacion completa. Se

almacend la solucion a 2 °C hasta su utilizacion.

Preparacion de soluciones de Amikacina a una concentracion de
1000 ng/mL, en distintas mezclas de solventes. Se tomé para cada
solucion 1 mL de solucion de trabajo de Amikacina de 10,000 ng/mL en
metanol/agua, 70/30, v/v y se llevé a un matraz de aforacién de 10 mL,
enseguida se afadié 0.5 mL de la solucién de trabajo de Kanamicina B
de 20,000 ng/mL, se llevé la mezcla a volumen con cada solvente o

mezcla de solventes probados como fase mdvil.

Preparacion de una soluciéon de agua/ACN, 70/30, v/v, al 0.2% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 175 mL de agua, 75 mL de ACN

y 1 mL de acido férmico juntos, hasta homogenizacion completa.
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)

k)

)

Preparacion de una solucién de agua/ACN, 30/70, v/v, al 0.2% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 175 mL de ACN, 75 mL de agua

y 1 mL de acido férmico juntos, hasta homogenizacion completa.

Preparacion de una solucion de agua/ACN, 98/2, v/v, al 0.05% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 245 mL de agua, 5 mL de ACN y

125 pL de acido férmico juntos, hasta homogenizacion completa.

Preparacion de una solucién de agua/ACN, 2/98, v/v, al 0.05% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 245 mL de ACN, 5 mL de agua y

125 pL de acido formico juntos, hasta homogenizacion completa.

m) Preparacion de Fase Movil A, agua HPLC al 0.2% de acido férmico.

0)

En un matraz bola de 500 mL se anadieron 450 mL de agua HPLC, se
agregd 1 mL de acido férmico, se mezcld y se llevé a volumen con agua

HPLC.

Preparacion de Fase Movil B, ACN al 0.2% de acido férmico. En un
matraz bola de 500 mL se anadieron 450 mL de ACN, se agregé 1 mL de

acido férmico, se mezcld y se llevé a volumen con ACN.

Preparacion de una solucion de agua/metanol, 98/2, v/v, al 0.05% de
acido féormico (250 mL). Se mezclaron 245 mL de agua, 5 mL de
metanol y 125 puL de &cido férmico juntos, hasta homogenizacién

completa.
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P)

q)

t)

u)

Preparacion de una solucion de agua/metanol, 2/98, v/v, al 0.05% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 245 mL de metanol, 5 mL de

agua y 125 pL de acido férmico juntos, hasta homogenizacion completa.

Preparacion de una solucion de agua/metanol, 70/30, v/v, al 0.2% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 175 mL de agua, 75 mL de

metanol y 1 mL de &cido formico juntos, hasta homogenizacion completa.

Preparacion de una solucion de agua/metanol, 30/70, v/v, al 0.2% de
acido formico (250 mL). Se mezclaron 175 mL de metanol, 75 mL de

agua y 1 mL de &cido formico juntos, hasta homogenizacion completa.

Preparacion de una solucion de metanol al 0.2% de acido férmico.
En un matraz de aforacién de 250 mL se afnadieron 150 mL de metanol,
se agregé 1 mL de acido formico, se mezcloé y se llevd a volumen con

metanol.

Preparacion de HCI 0.01 N en agua (50mL). Se afiadieron 53.3 pyL de
acido clorhidrico (28-30%) a un matraz de aforacién de 50 mL que

contenia 30 mL de agua, se mezcld y se llevé a volumen con agua.

Preparacion de HCI 0.01 N en metanol (50mL). Se anadieron 53.3 pL
de acido clorhidrico (28-30%) a un matraz de aforacion de 50 mL que

contenia 30 mL de metanol, se mezcld y se llevé a volumen con metanol.
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v)

Preparacion de HCI 0.1 N en agua (50mL). Se afnadieron 533 uL de
acido clorhidrico (28-30%) a un matraz de aforacién de 50 mL que

contenia 30 mL de agua, se mezcld y se llevd a volumen con agua.

w) Preparacion de HCI 0.1 N en metanol (50mL). Se anadieron 533 pL de

y)

acido clorhidrico (28-30%) a un matraz de aforacidén de 50 mL que

contenia 30 mL de metanol, se mezclo y se llevd a volumen con metanol.

Preparacion de Hidréxido de amonio al 5% en ACN (50mL). Se
mezclaron 2.5 mL de Hidréxido de amonio (32-35%) con 47.5 mL de

ACN, se mezclaron hasta homogenizacién completa.

Preparacion de Hidroxido de amonio al 5% en Metanol (50mL). Se
mezclaron 2.5 mL de Hidréxido de amonio (32-35%) con 47.5 mL de

metanol, se mezclaron hasta homogenizacion completa.

Preparacion de Hidroxido de amonio al 5% en agua (100mL). Se
mezclaron 5 mL de Hidréxido de amonio (32-35%) con 95 mL de agua,

se mezclaron hasta homogenizacion completa.

aa)Preparacion de Hidroxido de amonio al 10% en agua (50mL). Se

mezclaron 5 mL de Hidréxido de amonio (32-35%) con 45 mL de agua,

se mezclaron hasta homogenizacion completa.
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bb) Preparacion de Hidréoxido de amonio al 12% en agua (50mL).
Se mezclaron 6 mL de Hidroxido de amonio (32-35%) con 44 mL de

agua, se mezclaron hasta homogenizacion completa.

cc) Preparacion de Hidréxido de amonio al 15% en agua (50mL). Se
mezclaron 7.5 mL de Hidréxido de amonio (32-35%) con 42.5 mL de

agua, se mezclaron hasta homogenizacion completa.
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ANEXO B. Carta de consentimiento informado.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio: Variables clinicas que afectan la respuesta de los aminoglucésidos a un proceso infeccioso.

Lugar y fecha: UMAE Hospital de Cardiologia No. 34, Departamento de Cardiologia.

Numero de registro:

Justificacion y objetivo del estudio: Estudiar como las variables clinicas se relacionan con la respuesta de los aminoglucésidos a un proceso
infeccioso y a la posible aparicién de efectos adversos al farmaco.

Procedimientos: Se hara una revision de expediente clinico al momento de ingreso del paciente a hospitalizacién, asi como
durante y al finalizar su tratamiento con aminoglucésidos, con el fin de identificar las variables clinicas que se
relacionen con su respuesta a la terapia antimicrobiana. Se tomara una muestra de sangre por paciente, en
un tubo con EDTA, para la cuantificacién del farmaco en plasma.

Posibles riesgos y molestias: Ninguno.

Posibles beneficios que recibira al participar Obtener la concentracion eficaz del farmaco relacionada con la mejoria clinica del paciente, evitando y/o
en el estudio: disminuyendo la posible aparicién de efectos adversos.

Optimizar la dosis de aminoglucésidos para los microorganismos sensibles y evitar resistencia bacteriana.

Posibles beneficios que recibira la Detectar variables clinicas que afecten la respuesta de los aminoglucésidos a un proceso infeccioso,
sociedad: relacionado con la mejoria clinica del paciente.

Posibles beneficios para el avance del

conocimiento: Tiene usted el derecho a recibir respuesta a cualquier duda o pregunta relacionada al trabajo de

Compromiso de respuesta a preguntas y investigacion.
dudas sobre cualquiera asunto relacionado
con la investigacion:

Participacion o retiro: Puede retirarse del proyecto en cualquier momento en que lo dese sin ninguna consecuencia.

Privacidad y confidencialidad: Toda la informacién recolectada sera confidencial y no se usara para ningun otro proposito fuera de los de
esta investigacion.

Beneficios al término del estudio: Conocer la cantidad de farmaco eficaz, con lo cual se podra mejorar el tratamiento
y/o disminuir la aparicién de efectos adversos.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podra dirigirse a:

Investigador Responsable: Dr. Arturo Muhiz Garcia

Colaboradores:

Dra. Maria Elena Molina Garza Q.F.B. Claudia Valeria Cruz Saucedo

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comisién de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono (55) 56 27 69 00 extensién 21230,
Correo electronico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del sujeto ) . . .
Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

Testigo 1 Testigo 2

Nombre, direccién, relacién y firma Nombre, direccién, relacién y firma

Clave:
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ANEXO C. Definicion de variables.

Unidad de

Escala de

Variable Definicion operacional medida Medicion Fuente
Tiempo de vida que tiene el paciente al .
: ) - Intervalo o Expedien
Edad momento de ingresar a la UCI, segun la anos o L
cuantitativa te Clinico
respuesta de su tutor.
Masculino: género gramatical propio del
hombre. Masculino/f . Expedien
Sexo . Nominal te Clini
Femenino: Género gramatical propio de emenino e Llinico
la mujer
Resultado de pesar a los pacientes en Razén o Expedien
Peso . kg o L
una béscula. cuantitativa te Clinico
En base a lo obtenido de medir con Intervalo o
IMC estadimetro y cinta métrica flexible a los o
: cuantitativa
pacientes
Pacientes que presenten dos de los
siguientes criterios:
-Temperatura corporal >38.3°C o0 <36°C.
SIRS -Leucocﬂo&s_o leucopenia segln la edad Nominal Expgd!en
del paciente (no secundario a te clinico
quimioterapia) o bandas > 10%.
- Frecuencia Cardiaca >2 de lo normal.
-Frecuencia respiratoria >2 de lo normal.
ACLARAMI Resultado de la estimacién usando la
ENTO DE formula de Schwartz, que toma en mL/min Razén o Expedien
CREATININ cuenta las variables edad, peso y cuantitativa te clinico
A creatinina plasmatica.
CREATININ Resultado de la cuantllfl.camon, mediante Razén o Expedien
- un analizador automatico, en suero del mg/mL o -
A SERICA . L : cuantitativa te clinico
paciente al inicio de la terapia.
Resultado de la cuantificacién, mediante 3 .
! . Razén o Expedien
BUN un analizador automético, en suero del mg/dL o L
. o : cuantitativa te clinico
paciente al inicio de la terapia.
Resultado de la cuantificacién, mediante Razén o Exoedien
LACTATO un analizador automatico, en suero del mmol/L o peal
. o : cuantitativa te clinico
paciente al inicio de la terapia.
Resultado de la cuantificacion, mediante
LEUCOCIT un analizador automatico, en sangre Glébulos Razén o Expedien
(O] completa del paciente al inicio de la blancos/uL cuantitativa te clinico

terapia.
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Resultado de la cuantificacién, mediante

BILIRRUBIN un analizador automatico, en suero del mg/dL Razpn 0 Expgd!en
A . L ; cuantitativa te clinico
paciente al inicio de la terapia.
Resultado de la determinacion, mediante
HEMATOC un analizador automatico, en sangre o Razén o Expedien
RITO completa del paciente al inicio de la ° cuantitativa te clinico
terapia.

TIEMPO DE Result.ado de la meqlplon, mediante un ) .
analizador automatico en la sangre Razén o Expedien

PROTROM ; seg o o
BINA completa, tomada en un tubo con citrato, cuantitativa te clinico

al inicio de la terapia.

) Resultado de la cuantificacion, mediante Razén o Exoedien

ALBUMINA un analizador automatico, en suero del g/dL o P o
: L ; cuantitativa te clinico

paciente al inicio de la terapia.

IBUPROFE Cantidad de farmaco administrado por Razén o Expedien

. . . e mg o o
NO via IV, concomitante con aminoglucdsido. cuantitativa te clinico
FUROSEMI Cantidad de farmaco administrado por Razén o Expedien

. . : o mg o o
DA via IV, concomitante con aminoglucésido. cuantitativa te clinico
CEFTAZIDI Cantidad de farmaco administrado por Razén o Expedien

. . . e mg o o
MA via IV, concomitante con aminoglucésido. cuantitativa te clinico
DOPAMINA ’Cantldad de fgrmaco admlrjlstradolpgr ug Razpn 0 Expe{dllen
via IV, concomitante con aminoglucésido. cuantitativa te clinico
NORADRE Cantidad de farmaco administrado por Razoén o Expedien
NALINA via IV, concomitante con aminoglucdsido. H9 cuantitativa te clinico

DOSIS DE Cantidad de farmaco administrado por . .
. : Razén o Expedien
AMINOGLU via IV, usado como terapia mg cuantitativa te clinico

COSIDO antimicrobiana.
Resultado de la cuantificacion de .
C aminoglucésido en plasma mediante pg/mL Razon o
max cuantitativa

Cromatografia/Espectrometria de Masas
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ANEXO D. Instrumento de recoleccion de datos.

Titulo de protocolo: Variables clinicas que afectan la respuesta de un Folio:
aminoglucésido a un proceso infeccioso.

No. de registro del protocolo:

Datos demograficos RESPUESTA
Género: 1. Masculino 2. Femenino

Edad: (afios cumplidos al momento de diagnéstico)

Fecha de ingreso a hospitalizacién:

Diagnéstico:

Fecha donde se establece el diagnostico histopatoldgico:

Fecha de la defuncién:

Fecha de mejoria clinica:

Terapia Farmacologica Dia de inicio
1.

2.

3.

4

5.

6.

SIRS

Cultivo

Peso

IMC

Temperatura (°C) P.A.

F. Cardiaca

Cirugia

ALBUMINA

CATECOLAMINAS

TERAPIA REMPLAZO RENAL

FILTRACION GLOMERULAR

CREATININA SERICA

Crax aminoglucésido

LEUCOCITOS

PROTEINAS

HEMATOCRITO

LACTATO

BUN

ACLARAMIENTO DE CREATININA
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ANEXO E. Propiedades fisicoquimicas de Amikacina y Kanamicina B'%.

AMIKACINA

Macrospecies distribution
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