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RESUMEN

El perfil farmacocinético de los adultos mayores sufre una serie de alteraciones debido
a que experimentan cambios fisioldégicos asociados al envejecimiento capaces de modificar la
estructura y funcionamiento de los diferentes sistemas de su organismo. Dichos cambios,
sumados a las co-morbilidades que pueden presentar estos pacientes al ser hospitalizados en
unidades no criticas, condicionan la respuesta y éxito de las terapias farmacoldgicas con
antimicrobianos, dado que pueden afectar el logro de un indice PK/PD 6ptimo.

El objetivo de este estudio fue desarrollar y optimizar una metodologia analitica
mediante HPLC acoplado a un detector UV/Vis para cuantificar ertapenem en plasma humano,
para posteriormente ser aplicado en la caracterizacion del perfil farmacocinético de este
antibiético en adultos mayores hospitalizados en unidades no criticas, a los que, ademas, se

les debi6é determinar su composicién corporal.

Para llevar a cabo lo anterior se recluté a pacientes hospitalizados en la Unidad
Geriatrica de Agudos del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, a los que se les realizaron
mediciones antropométricas y se les extrajeron muestras de sangre que fueron almacenadas
para su posterior andlisis. Paralelamente se trabajé evaluando diferentes condiciones
experimentales que influyeran en el desarrollo de la metodologia analitica y que permitieran

validarla segun pardmetros internacionales.

La metodologia analitica desarrollada utiliz6 una columna Waters Spherisorb® y una
fase movil ajustada a pH 2,4 compuesta por el 70% de buffer fosfato 10 mM y 30% de
acetonitrilo. Ademas, la velocidad de flujo fue de 0,9 ml/min y la longitud de onda utilizada fue
de 310 nm. A la metodologia se le realizaron diferentes ensayos para validarla, pero no cumplié

con el pardmetro de exactitud y precision inter-dia, por lo que se descarto.

Por otro lado, de los 3 pacientes reclutados, 2 correspondieron a hombres y la edad
promedio de la muestra fue de 82,3 £ 8,0 afios. El peso real se pudo determinar en solo 2
pacientes y dio un promedio de 59,2 + 15,4 kg. A su vez, el peso y la estatura se estimaron
con diferentes métodos, arrojando valores de 54,5 +8,1kgy 49,8 +3,8kgyde 1,65+ 0,1 my
1,52 £ 0,1 m, respectivamente. El IMC clasifico a la muestra como normal o con déficit de peso,
dependiendo de los datos utilizados. En relacion a la composicion corporal y estado nutricional
de cada paciente, se pudo determinar que ID#1 estaba en riesgo de desnutricion/desnutricion,

ID#2 se hallaba normal e ID#3 se encontraba en desnutricién/normal.
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DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL METHODOLOGY OF QUANTIFICATION
OF TOTAL ERTAPENEM IN HUMAN PLASMA THROUGH HPLC TO BE APPLIED
IN GERIATRIC PATIENTS HOSPITALIZED IN NON-CRITICAL UNITS OF THE
HOSPITAL CLINICO DE LA UNIVERSIDAD DE CHILE

SUMMARY

The pharmacokinetic profile of older adults suffers a series of alterations because they
experience physiological changes associated with aging, capable of modifying the structure
and functioning of the different systems of their organism. These changes, added to the co-
morbidities that these patients can present when hospitalized in non-critical units, condition the
response and success of pharmacological therapies with antimicrobials, since they can affect
the achievement of an optimal PK/PD index.

The objective of this study was to develop and optimize an analytical methodology using
HPLC coupled to a UV/Vis detector to quantify ertapenem in human plasma, to be subsequently
applied in the characterization of the pharmacokinetic profile of this antibiotic in older adults
hospitalized in non-critical units, to which, in addition, their body composition should have been
determined.

To carry out the above, hospitalized patients were recruited in the Geriatric Acute Unit
of the Hospital Clinico de la Universidad de Chile, who underwent anthropometric
measurements and blood samples were taken and stored for later analysis. At the same time,
we worked evaluating different experimental conditions that influenced the development of the
analytical methodology and that allowed to validate it according to international parameters.

The developed analytical methodology used a Waters Spherisorb® column and a
mobile phase adjusted to pH 2.4 composed of 70% of 10 mM phosphate buffer and 30% of
acetonitrile. In addition, the flow rate was 0.9 ml/min and the wavelength used was 310 nm.
The methodology was subjected to different tests to validate it, but it did not comply with the
parameter of accuracy and precision inter-day, so it was discarded.

On the other hand, of the 3 patients recruited, 2 corresponded to men and the average
age of the sample was 82.3 * 8.0 years. Actual weight could be determined in only 2 patients
and averaged 59.2 + 15.4 kg. In turn, weight and height were estimated using different
methods, yielding values of 54.5 + 8.1 kg and 49.8 £+ 3.8 kgand of 1.65+ 0.1 mand 1.52 £ 0.1
m, respectively. The body mass index classified the sample as normal or with a weight deficit,
depending on the data used. In relation to the body composition and nutritional status of each
patient, it was determined that ID#1 was at risk of malnutrition/malnutrition, ID#2 was normal
and ID#3 was malnutrition/normal.



1. INTRODUCCION

1.1. PACIENTE ADULTO MAYOR

CARACTERISTICAS POBLACIONALES

Los adultos mayores son un grupo etario que ha ido en continuo aumento tanto en Chile
como en el mundo. En nuestro pais, los datos estadisticos sefialan que el 15% de la poblacion
corresponde actualmente a personas mayores de 60 afios y se estima que para el afio 2025
este nimero aumente al 20%?, lo que traerd como consecuencia multiples desafios desde los
ambitos médico, familiar y social, con el fin de poder otorgar la mejor calidad de vida a este

grupo vulnerable de la poblacion.

El envejecimiento se puede entender como un proceso fisiolégico e irreversible asociado
con una alteracion progresiva de las respuestas homeostaticas adaptativas del organismo, lo
gue provoca cambios en la estructura y funcion de los diferentes sistemas y ademas aumenta
la vulnerabilidad del individuo al estrés ambiental y a la posibilidad de enfermarse?.

Los cambios fisiol6gicos, psicolégicos y sociales que acompafian al envejecimiento
condicionan la fragilidad de estos pacientes, lo que los hace mas propensos a sufrir
complicaciones tales como las relacionadas con el deterioro de su capacidad funcional y el
padecimiento de enfermedades degenerativas e infecciosas, debido al proceso natural de
inmunosenescencia, los trastornos de las barreras cutaneo-mucosas, las co-morbilidades y
sindromes geriatricos, el uso de medicamentos, procedimientos médicos, la institucionalizacion
-que los hace mas susceptibles a infecciones causadas por microorganismos resistentes-,

factores familiares y sociales, entre otros*>.



. MODIFICACIONES CORPORALES EN EL ADULTO MAYOR: IMPORTANCIA EN
LAS MEDICIONES ANTROPOMETRICAS Y EN LA FARMACOCINETICA CLINICA

La antropometria es el estudio de las proporciones y medidas del cuerpo humano y se
utiliza para obtener una evaluacion general de los cambios en las dimensiones corporales
relacionadas con la edad, asi como con el estado nutricional de las personas. De todas las
modificaciones corporales que ocurren durante el proceso de envejecimiento, las medidas
antropomeétricas son las mas afectadas, destacando la redistribucion de la masa corporal y la

estatura®.

La estatura de los adultos mayores, a través de la medicion directa por bipedestacion,
en algunos casos es dificil de determinar; por ello la utilizacién de otro segmento del cuerpo
puede ser muy util para estimarla y obtener asi los diferentes parametros nutricionales que
entregaran informacién sobre la composicion corporal’®. Para calcular la estatura existen
diversas formulas descritas en la literatura médica que se pueden utilizar en adultos mayores
que estén postrados, que no pueden permanecer de pie en forma erguida o que se encuentran

hospitalizados.

Sin embargo, estos métodos presentan algunas limitaciones, como por ejemplo que no
todos se han estimado para el mismo rango de edad, o que se han calculado sobre la base de
poblaciones geriatricas de otros paises, que no siempre coincidiran con la realidad nacional®
11 debido a que existen pocos estudios sobre antropometria y estado nutricional efectuados en
Chile o América del Sur que se hayan efectuado con una muestra grande y representativa de

la poblacién mayor?2.

La utilidad de estos pardmetros nutricionales en el area de la farmacocinética clinica
radica en que, al ser herramientas capaces de entregar informacién sobre las modificaciones
corporales, otorgan datos que pueden ser de gran relevancia en pacientes de edad avanzada,
donde existen factores farmacoldgicos y no farmacol6gicos que determinan la eficacia y la
seguridad de un tratamiento. Dentro de los factores farmacolégicos que juegan un rol
importante en este aspecto estan aquellos que corresponden a las modificaciones
farmacocinéticas asociadas al envejecimiento, tales como las alteraciones en la absorcién, en
la capacidad para metabolizar farmacos, en el comportamiento de los receptores (Tabla N°1),
o las interacciones con otros medicamentos; sin embargo, los procesos que mas modificaciones
sufren en estos pacientes son la distribuciéon y eliminacion (metabolismo y excrecion) de

farmacos 314,



. Princi ifi i ién, distribucién, i X i0
Tabla N°1. Principales modificaciones en la absorcion, distribuciéon, metabolismo y excrecion de
farmacos asociadas al envejecimiento

Proceso Accion Efecto

Absorcion ! pH gastnco, | flujo sanguineo, | motiidad GI, Se altera la velocidad de disoiucidn, | 13 biodisporibdidad,
| superficie de absorcién. posible | de la velocidad de absorcion.

Distribucion | agua corporal, | tejido magro y 1 del tejido graso | Vd de medicamentos polares y 1 Vd de los lipofiicos,
(mujeres > hombres) Unidn a proteinas: | albGmina. retardo en el inicio de accidn, ! fraccion libre de

medicamentos acidos, acumedacion en dosis maitiples.

Metabolismo | reacciones de Fase |, | fiujo sanguineo hepatico, | aparente del metabolismo y clearance de ciertos

(hepatico) ) tamanio hepatico medicamentos.

Excrecion {renal) | | VFG, | secrecion actva | clearance renal, 1 vida media de los medicamentos

excretados por via renal.

Respuesta Alteracidn en el n° de receptores, cambios drgano-es- | Variacion en la relacion dosis/respuesta, aumento de
pecificos por la edad, cambios en la actvidad enzimatica | las reacciones adversas y de los efectos paradojales
en el SNC, posible alteracion de la funcidn de segundos
mensajeros.

VFG: Velocidad de Filtracién Glomerular; SNC: Sistema Nervioso Central; Vd: Volumen de distribucion.
Extraida de referencia 14.

En cuanto a la distribucion de farmacos, se han demostrado varios cambios en la
composicién corporal que pueden afectar este proceso en los distintos compartimientos del
organismo. Existe reduccién de la masa magra, aumento del tejido adiposo y disminucién del
agua corporal total (10 a 15%), lo que significa que los farmacos liposolubles tienen un mayor
volumen de distribucién, mientras que aquellos hidrosolubles tienen un volumen de distribucion
reducido, por lo que en este Ultimo caso se pueden alcanzar concentraciones plasmaticas mas
altas a dosis terapéuticas utilizadas en personas mas jovenes. Si no ocurren alteraciones en el
aclaramiento plasmatico del farmaco, los cambios en el volumen de distribucion producen
variaciones proporcionales en la vida media de eliminaciébn. También se puede observar una
disminucion de los niveles de albumina plasmatica, con el consecuente aumento de la fraccién
libre de farmacos, razén por la cual en aquellos que se unen ampliamente a proteinas, como
es el caso de ertapenem, debe esperarse una reduccion del margen terapéutico con mayor

riesgo de toxicidad*®.

Entre los cambios fisiolégicos que tienen lugar en el rifidn se observa disminucion del
flujo sanguineo renal, de la filtraciébn glomerular y de la excrecién tubular. Estudios sobre el
tema demuestran una disminucién variable de la velocidad de filtracion glomerular de entre el
35% y el 40% a los 70 afios, respecto de sujetos de 20 afios®, mientras que otros estiman que
alos 75 afios puede haber una disminucién de hasta el 50% del clearance de creatinina’®. Estos
hechos adquieren relevancia principalmente en la utilizacion de farmacos de margen
terapéutico estrecho, ya que la dosificacion debe ser ajustada estrictamente de acuerdo con
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estas alteraciones, debido a que pequefios cambios en las concentraciones plasméticas
generan variaciones importantes en los resultados clinicos, lo que puede traer como
consecuencia que no se logren los objetivos terapéuticos.

1.2. TERAPIA ANTIMICROBIANA

La terapia antibiotica ideal tiene como meta alcanzar la resolucion del proceso
infeccioso, minimizando la toxicidad y resistencia a antimicrobianos, por lo que la seleccion
inicial de la terapia debe basarse en el andlisis en conjunto de elementos dependientes del
diagnostico microbioldgico, del paciente y de los antibiéticos (Figura N°1)!5. A pesar de esto,
los microorganismos resistentes a ciertos tipos de antibiéticos se estan presentando de manera
mas habitual, tanto en la comunidad como en el ambiente intrahospitalario, y el aislamiento de
estas cepas bacterianas ha permitido conocer cuéles son las que afectan con mayor frecuencia
a los pacientes en cada uno de los escenarios. Como ejemplo de esto se encuentran las
bacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido, mas conocidas como BLEE (o
ESBL por sus siglas en inglés), las cuales corresponden a un tipo de microorganismo adquirido
en la comunidad capaz de lograr resistencia a antibidticos B-lactamicos!®!’. Debido a esto, el
uso de antimicrobianos debe estar basado en aquellos con amplio espectro de accion, capaces
de cubrir bacterias relacionadas con infecciones clinicamente relevantes, siendo de gran
importancia el uso de antibidticos B-lactamicos parenterales como ertapenem, el cual ha
demostrado ser estable contra la hidrdlisis de variados tipos de B-lactamasas.

Figura N°1. Elementos en la seleccién de la antibioterapia.

Diagnéstico microbiolégico Farmacocinética

Estadistica microbiolégica Elementos Perfil de seguridad
Sitio de infeccién en la seleccion Interacciones farmacolégicas
Tipo de hospedero de la terapia Sitio de infeccion
antimicrobiana Gravedad del cuadro clinico
Agente :
etiolégico famacn

Farmacodinamia
Anadlisis de susceptibilidad
Espectro de accion del farmaco
Factores de riesgo de resistencia a antimicrobianos

Extraida de referencia 15.



1.3. PROPIEDADES DE ERTAPENEM

CARACTERISTICAS DE LA MOLECULA

Los carbapenémicos son antibidticos B-lactamicos con un muy amplio espectro de
accion contra bacterias Gram positivas y Gram negativas aerdbicas y anaerdbicas, y son
estables a casi todas las B-lactamasas producidas por bacterias. A este grupo de antibiéticos

pertenecen imipenem, meropenem, doripenem (comercializado solo en Japén) y ertapenem.

Ertapenem es el antibidtico carbapenémico mas nuevo del grupo, de origen sintético y
esta disefiado para la administracion parenteral. Posee ciertas propiedades que lo diferencian
de otros carbapenémicos, tales como: ser estable frente a la accién de la deshidropeptidasa
(DHP-1), por lo que no necesita ser administrado en conjunto con un inhibidor de esta enzima?8,
tener una vida media prolongada, debido a su alta unién a proteinas, lo que le permite ser
administrado en una sola dosis diaria!®?°, y, a pesar de contar con un amplio espectro de accion,
su limitada actividad frente a bacterias Gram negativas no fermentadoras lo hace ser mas
adecuado para el tratamiento empirico de las infecciones graves adquiridas en la comunidad

que para las infecciones intrahospitalarias?'22,

Quimicamente, ertapenem contiene en su estructura los anillos fusionados
caracteristicos del grupo carbapenémico, similares a los de las penicilinas, los que consisten
en un anillo B-lactamico y otro anillo tiazolidina con sustitucion del azufre de la posicién 1 por
un carbono y la presencia de un enlace insaturado entre los carbonos de posicién 2 y 3226, En
la posicion 6 posee un sustituyente trans-a-1-hidroxietil que le confiere mayor estabilidad frente
a B-lactamasas, en comparacion con la cadena lateral de las penicilinas y cefalosporinas que
tienen una configuracion cis?%2%2>26 Ademas, ertapenem tiene en la posiciéon 1 un sustituyente
1-B-metil que explica la mayor estabilidad a las enzimas DHP-1 presentes en las células del
tabulo renal proximal?®2426, En la posicién 2 posee un grupo acido benzoico meta-sustituido, el
cual seria el responsable de otorgar las propiedades farmacocinéticas y del espectro de accion
demostrado por ertapenem que lo diferencian de los otros carbapenémicos?. Por un lado, esta
sustitucién incrementa el peso molecular y lipofilia de la moléculay, por otro, concede una carga
negativa global sobre la molécula debido a la ionizacién del acido carboxilico del anillo
bencénico a pH fisiologico, explicando asi la alta unién a proteinas de este antibiético, lo que

provoca, a su vez, una prolongacion de la vida media y que sea administrado una vez al dia?®?’.
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Figura N°2. Estructura quimica de ertapenem
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Il. MECANISMO DE ACCION Y PROPIEDADES FARMACOCINETICAS DE
ERTAPENEM

Ertapenem, al igual que otros antibiéticos B-lactamicos, penetra rapidamente a través
de la pared bacteriana e inhibe su sintesis uniéndose a las denominadas proteinas de union a
penicilinas (PBPs por sus siglas en inglés). Esta union inactiva a las PBPs e impide la
transpeptidacion de las cadenas de peptidoglicano, lo cual es esencial para la formacion de la
pared bacteriana. Existen diversos tipos de PBPs (1a,1b,2,3,4 y 5) y la accién de ertapenem
esta determinada por la diferente afinidad que tiene por cada una de ellas, siendo mayor por
PBP2 y seguida por PBP3. Al momento de la lisis de la célula bacteriana no existe una
filamentacion celular, como ocurre con las cefalosporinas de tercera generaciéon, lo que
disminuye la liberacién de endotoxinas, debido a que el aumento de la biomasa es menor. Todo
esto conduce a una accion bactericida rapida y a una escasa liberacion de endotoxinas de las
bacterias Gram negativas, con menores consecuencias desfavorables en la respuesta del

organismo a la accién antibiotica.

Ertapenem se caracteriza por tener un efecto post-antibiético a concentraciones por
debajo de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) frente a bacterias como Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Escherichia coli y Enterobacter
cloacae. Esto se traduce en una buena farmacocinética de ertapenem, apoyando el hecho de

una sola administracion diaria.



Dentro de las indicaciones de ertapenem aprobadas por la European Medicines Agency
(EMA) y la Food and Drug Administration (FDA), actualmente se encuentran: infecciones
intraabdominales, neumonia adquirida en la comunidad, infecciones ginecolégicas agudas,
infecciones del pie diabético que afectan a la piel y tejidos, infecciones urinarias complicadas y

profilaxis de la infeccién en cirugia colorrectal.

Ertapenem se caracteriza por presentar una relacién farmacocinética/farmacodinamica
(PK/PD) de tipo tiempo-dependiente, lo que significa que la concentracion del farmaco libre
debe superar el valor de la Concentracion Inhibitoria Minima del agente patégeno al menos el
40%%1%28:2% del tiempo dentro de un intervalo de administracion, el que corresponde a 24 horas.
También se ha descrito que el valor de la concentracion plasmatica maxima alcanzada en
promedio es de 154,9 + 22,0 mg/l al final de una infusion intravenosa de 1 gramo durante 30
minutos, de 9,3 = 2,8 mg/l a las 12 horas; y de 1,2 + 0,6 mg/l a las 24 horas luego de la

administracion1®2°,

En cuanto a otras propiedades farmacocinéticas, ertapenem presenta una alta unién a
proteinas plasmaéticas, principalmente a albimina, llegando a valores de entre el 92% vy el
95%1%-212% de unidn; la vida media de eliminaciéon plasmatica corresponde a 4 horas en
promedio'®?2% y la principal via de eliminacién es la renal, donde el 80%*°% del aclaramiento
total se produce por este medio, del cual la mitad corresponde a farmaco inalterado y la otra
mitad a la forma metabolizada inactiva de ertapenem, mientras que el 10%?° se elimina por las
heces. Ademas, luego de repetidas dosis Unicas diarias de ertapenem, este no ha mostrado

acumulacién en individuos jévenes ni ancianos sanos?®.



1.4. PERFIL FARMACOCINETICO DE ERTAPENEM EN EL ADULTO MAYOR

Se han descrito algunas diferencias en el perfil farmacocinético de ertapenem obtenido
de voluntarios jovenes sanos, en comparacion con el de adultos mayores sanos que han
participado de estudios. En este Ultimo grupo, a altas concentraciones plasméticas se ha
encontrado una disminucioén general en el aclaramiento plasmatico de ertapenem y un ligero
incremento de la vida media, los que fueron asociados con un aumento en el Area Bajo la Curva
(ABC) promedio comparado con sujetos joévenes sanos. Adicionalmente, los voluntarios
mayores han presentado ligeros aumentos en el porcentaje de la fraccion libre de ertapenem,

en comparacion con mas jévenes?.

Como se puede notar, todas estas propiedades se han descrito en sujetos mayores
sanos con caracteristicas similares a un adulto joven, lo cual corresponde a un escenario
bastante distinto al perfil de los pacientes que son atendidos en una Unidad Geriatrica de
Agudos (UGA). Estos son, en su mayoria, adultos mayores que han experimentado cambios
fisiologicos propios de la senescencia, tales como la modificacion en la composicion corporal,
dada fundamentalmente por el aumento del tejido adiposo y por la disminucién de la masa
muscular y del volumen de agua corporal total; ademés de la reduccién del volumen renal y
hepatico. Estos factores, sumados a las enfermedades que presentan los pacientes cuando
son hospitalizados en unidades como las UGA, los hacen mas propensos a desarrollar
hipoalbuminemia, sarcopenia o falla renal, condiciones que aumentan las posibilidades de
experimentar alteraciones en los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de ciertos

medicamentos tales como ertapenem.

Debido a estas razones y, con la finalidad de optimizar la terapia en estos pacientes, es
que resulta de gran importancia establecer el perfil farmacocinético de ertapenem en pacientes
geriatricos hospitalizados en unidades no criticas, para lo cual previamente es necesario
desarrollar y validar una metodologia analitica capaz de cuantificar las concentraciones totales

alcanzadas por el antibiético en plasma humano a lo largo de un intervalo de administracion.



2. HIPOTESIS

Los cambios fisiologicos asociados al envejecimiento, sumados a las caracteristicas de
co-morbilidad que presentan los adultos mayores hospitalizados en unidades no criticas, alteran
la disposicion de ertapenem total y afectan el logro de un indice PK/PD 6ptimo, por lo que su

medicion podria ser una herramienta para mejorar la terapia antimicrobiana en estos pacientes.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y optimizar una metodologia analitica mediante HPLC acoplado a un
detector UV/Vis para cuantificar ertapenem total en plasma humano, para su posterior
aplicacion en la caracterizacion del perfil farmacocinético de este antibiético en adultos mayores

hospitalizados en unidades no criticas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Evaluar la influencia de diferentes condiciones experimentales en la obtencién de una
metodologia analitica apropiada en selectividad y sensibilidad para cuantificar

ertapenem en plasma.

II.  Establecer los parAmetros necesarios para realizar la validacion de la metodologia

analitica propuesta.

[ll.  Caracterizar a los adultos mayores hospitalizados desde el aspecto biomédico y

antropomeétrico.
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4. METODOLOGIA

4.1. TIPO DE ESTUDIO, POBLACION Y DURACION

El presente trabajo es parte de un estudio prospectivo observacional no randomizado
llamado “Farmacocinética Poblacional de Ertapenem en Adultos Mayores Hospitalizados en
Unidades no Criticas”, realizado con pacientes del Hospital Clinico de la Universidad de Chile
(HCUCH), internados en la UGA durante el periodo comprendido entre noviembre de 2015 y
junio de 2017.

4.2. ORGANIZACION DEL TRABAJO

El trabajo fue organizado en dos etapas, cada una de las cuales se realiz6 en distintos

centros:

I.  Etapa Clinica: Pasantia en la UGA del HCUCH, donde se particip6é de una capacitacion
en mediciones antropométricas de adultos mayores y se llevé a cabo el reclutamiento

de pacientes que cumplieran con los criterios de seleccion y muestreo para el estudio.

. Etapa Analitica: Desarrollo y optimizacion de una metodologia analitica para la
determinacion de ertapenem total en las muestras de los pacientes. Fue realizada en el
Laboratorio de Biofarmacia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la
Universidad de Chile.

11



4.2.1. ETAPA CLINICA

CAPACITACION EN MEDICIONES ANTROPOMETRICAS

Se realizd una revision bibliografica de las ecuaciones para estimar la estatura y peso
en adultos mayores de ambos sexos que hubieran sido utilizadas en poblaciones semejantes
a la realidad nacional. Esto quiere decir que se seleccionaron aquellas empleadas en personas
de origen latinoamericano de edades cercanas a la esperanza de vida en Chile estimada el afio
2015 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS): 77 afios para los hombres y 83 afios para
las mujeres®.

Ademas, fue necesaria una capacitacion orientada a la toma de mediciones
antropométricas en pacientes geriatricos, la cual fue realizada por profesionales del Servicio de
Nutricién del HCUCH encargados del estado nutricional de los pacientes hospitalizados en la

UGA. Durante las capacitaciones se emplearon los siguientes instrumentos antropométricos:

- Cinta antropométrica: Cinta flexible e inextensible con escala de \’ R

unidades en centimetros. Se utiliza para medir perimetros, longitudes y

para localizacion del punto medio entre dos puntos anatomicos.

- Céliper: Instrumento para medir el tejido adiposo en determinados

puntos de la superficie corporal. Posee una capacidad de medicién de

hasta 80 mm y una precisiéon de 1 mm.

- Léapiz marcador de piel: Lapiz tipo plumoén usado para marcar los puntos anatomicos

requeridos.

Con estos instrumentos se tomaron mediciones antropomeétricas a los pacientes

siguiendo las técnicas estandarizadas descritas a continuacion3':
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a) Altura de Rodilla (AR): Técnica disefiada principalmente para personas de
60 a 90 afios de edad®. Debe medirse en la pierna izquierda si es posible,
con el paciente sentado sin zapatos, con la pierna descubierta y con la rodilla
formando un angulo de 90°, mientras apoya los pies sobre una superficie
lisa. Se debe medir la distancia entre la parte mas superior de la rodilla y el
suelo siguiendo la linea recta que pasa por la prominencia del tobillo. En

pacientes postrados es posible hacer la medicién en decubito supino®?.

b) Circunferencia de Pierna (CP): Siguiendo la técnica para la obtencién de la
AR, se debe colocar la cinta métrica alrededor de la pantorrilla y deslizarla
hasta localizar la circunferencia maxima. Se debe proceder a medirla sin
comprimir los tejidos. La medicion antropométrica tiene que realizarse por lo
menos tres veces, para verificar la precisién de la medida y obtener el valor

promedio.

c) Media Envergadura de Brazo (MEB): Con el brazo
descubierto y extendido hacia el lado con las palmas de las
manos apuntando al frente, en posicion supina, y direcciéon
perpendicular al eje del cuerpo, se procede a medir con una
cinta métrica la distancia entre el punto medio de la horquilla
esternal y la punta del dedo indice. El resultado obtenido se

multiplica por 2 para obtener la estatura®.

d) Largo del Brazo (LB): Se debe ubicar al paciente en posicion supina con
el antebrazo flexionado por encima del tronco, formando un angulo de 90°
y con la palma hacia abajo. Es necesario palpar la esquina superior de la
escépula hasta localizar el vértice del acromion y luego medir con la cinta
métrica desde este punto anatomico hasta el borde inferior del olécranon,

por debajo del codo.
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e) Circunferencia Braquial (CB): Usando la misma técnica para obtener el

LB, se debe calcular el punto medio y marcarlo, usando para ello el lapiz

marcador de piel. Luego es necesario elevar un poco el brazo del paciente
para permitir que la cinta métrica lo rodee sobre el punto medio que fue
marcado sin comprimir los tejidos.

f) Pliegue Tricipital (PT): Es el punto medio en la region posterior del brazo, localizado entre
el acromion y el olécranon. Hay que levantar el pliegue cutaneo y colocar el céliper sobre
este durante aproximadamente cuatro segundos. Repetir dos veces la medicién y calcular

el valor promedio. Este pliegue se mide para estimar las reservas de grasa del paciente.

g) Pliegue Bicipital (PB): Se toma al mismo nivel que el PT, pero en la cara anterior del brazo,

siguiendo el eje longitudinal. Se sigue el mismo procedimiento descrito en el punto anterior.

h) Pliegue Sub-escapular (PSE): Se mide 1 cm por debajo del angulo de la escéapula,
siguiendo una linea paralela a la hendidura natural de la piel (45° de la linea horizontal).

i) Pliegue Supra-iliaco (PSl): Es necesario localizar el ala lateral superior de la cresta iliaca
en su cruce con la linea media axilar. Luego se tracciona el tejido subcutaneo y se sujeta

para aplicar el caliper en forma perpendicular al propio eje.

Figura N°3. Pliegues antropométricos de izquierda a derecha: Pliegue Bicipital y Pliegue
Tricipital; Pliegue Supra-iliaco; Pliegue Sub-escapular.

14



Con estos parametros se procedieron a calcular las medidas antropométricas de los

pacientes con las siguientes ecuaciones:

i Estatura:

e A partir de Media Envergadura de Brazo para mujeres y hombres ©:

Estatura (cm) = MEB (cm)X 2

e A partir de la Altura de Rodilla®:

Estatura mujer (cm) = (1,83><AR(cm)) — (0,24><(edad)) + 84,88
Estatura hombre (cm) = (2,02 XAR(cm)) — (0,04><edad(aﬁos)) + 64,19

ii. Peso Corporal:

¢ Mediante Altura de Rodilla y Circunferencia Braquial para mujeres y hombres de 60 a

80 afios'!:

Peso mujer (kg) = (1.09 x AR (cm)) + (2.68 x CB (cm)) — 65.51
Peso hombre (kg) = (1.10 x AR (cm)) + (3.07 x CB (¢cm)) — 75.81

e Estimacion por medio de la Circunferencia Braquial, Circunferencia de Pierna, Pliegue

Tricipital y Altura de Rodilla®:

Peso mujer (kg) = (0,98xCB) + (1,27xCP) + (0,4%xPT) + (0,87xXAR) — 62,35

Peso hombre (kg) = (1,73XCB) + (0,98XCP) + (0,37xPT) + (1,16XAR) — 81,69
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Vi.

indice de Masa Corporal (IMC):

Peso

IMC = ———
(Estatura)?

Densidad (D) para personas desde 50 afios®:

Densidad (kg/m*®) = C — [M x log(PB + PT + PSE + PSI)]

Si es mujer: C=1,1339 y M = 0,0645; Si es hombre: C=1,1715y M = 0,0779

Peso magro y peso grasoss:

5,053
% Grasa = [(T) — 4,614] X100% Peso graso = (

% Grasa X Peso total)
100

% Magro = (M) X100 Peso magro = Peso total — Peso grasa
Peso total

Indicadores de masa magra y masa grasa'’:

) _ CB?
Area Braquial [AB] (mm?) = e

PMB?

4n
Perimetro Muscular Braquial [PMB] (mm) = CB — (mw X PT)

Area Muscular Braquial [AMB] (mm?) =

Area Grasa Braquial [AGB] (mm?) = AB — AMB
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. RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Se desarrollé un protocolo de trabajo clinico segun lo establecido por la Ley chilena N°
20.584 y la Declaracion de Helsinki promulgada por la Asociacion Médica Mundial en lo relativo
a los principios éticos para llevar a cabo investigaciones cientificas que involucran la
participacion de seres humanos. De acuerdo también con los estandares internacionales de las
“Buenas Précticas Clinicas” 3%, el presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
HCUCH, de manera de garantizar la proteccion de los derechos, seguridad, integridad y
confidencialidad de los voluntarios que formen parte del estudio, asegurando a la vez que los
resultados obtenidos sean veraces y precisos. Para esto, a los pacientes o a algun familiar a
cargo se les presentd un Consentimiento Informado, mediante el cual confirmaron
voluntariamente su deseo de patrticipar, luego de haber sido informados sobre todos los

aspectos relevantes para tomar la decision.

También fue necesario disefiar un protocolo para la recoleccién y manejo de las

muestras y una pauta de horario de muestreo (Anexos N°1y 2, respectivamente).

SELECCION DE PACIENTES

Se determiné un tamafio de muestra de seis pacientes, quienes fueron reclutados segun

los criterios de inclusion y exclusién detallados a continuacion:

e  Criterios de inclusion
o Pacientes de 65 afios 0 més.
o Ambos sexos.
o Hospitalizados en Unidades no Criticas del HCUCH.

o A quienes se les esté administrando ertapenem por via intravenosa.

e Criterios de exclusion
o Pacientes en hemodidlisis o peritoneodidlisis.
o Quienes no puedan otorgar personalmente su consentimiento para participar en
el estudio, ni contar con la autorizacion del familiar responsable que lo haga en

Su representacion.
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RECOLECCION DE DATOS

La recoleccién de informacién de los pacientes se realiz6 en una ficha de registro
especialmente disefiada para este estudio. Los datos para la caracterizacion biomédica,
antropomeétrica y farmacoterapéutica durante el tratamiento con ertapenem fueron anotados en
dicho formulario, el que se manejo bajo confidencialidad mediante un sistema de cdédigos
(Anexo N°3).

Se emple6 como fuente de informacién la ficha clinica electrénica del paciente, que
incluia las intervenciones realizadas por el equipo profesional multidisciplinario de la UGA y
entrevistas con el personal médico y de enfermeria a cargo del paciente.

En una seccién aparte de la ficha de registro se recopil6 la informacién que caracterizé

el muestreo farmacocinético de ertapenem durante las 24 horas que duré el procedimiento.

Se utilizé el programa Microsoft Excel 2016 © para el andlisis estadistico descriptivo y
para las pruebas de significancia de los resultados medidos de mas de una forma para los
pacientes reclutados. Es por esto, que los resultados se presentan como promedio + desviacion

estandar o como probabilidad de significancia con el 95% de confianza, segun corresponda.

TOMA DE MUESTRAS PARA MUESTREO FARMACOCINETICO

Después de la administracién intravenosa de ertapenem, se extrajeron muestras
sanguineas a distintos tiempos durante un periodo de 24 horas, empezando con una muestra
basal antes de la administracion del antibiético y terminando con una muestra antes de la
siguiente dosis de ertapenem. De esta forma se pretendia observar los cambios de

concentraciones plasmaticas de ertapenem en el tiempo.

Se tomd una muestra sanguinea de 3 ml en cada tiempo programado, la cual fue
extraida por personal de enfermeria de la UGA a través de una puncién venosa o por medio de
una llave de tres pasos que también permitia la administracion del antibiético, y se transfirio a
un tubo heparinizado. Cada muestra fue rotulada con el cédigo asignado para identificar al

paciente y con el nimero de muestra correspondiente. En la ficha de recoleccién de datos de
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cada una de las personas se anoto la hora exacta en que fueron extraidas las muestras, asi

como también cualquier otro dato que se considerara relevante para el muestreo.

Luego de extraer cada muestra, esta se mantuvo a aproximadamente 4 °C dentro de
una nevera portatil, para ser transportada inmediatamente al Laboratorio de Endocrinologia de
esta misma Unidad del HCUCH. Una vez alli, la muestra fue centrifugada por 10 minutos a
2.500 g y 4 °C para separar el plasma, el cual fue transferido a tubos eppendorft debidamente

rotulados y posteriormente almacenados a -80 °C hasta su analisis®®.

Durante la estancia de estos pacientes en la UGA se les tomaron las mediciones
antropométricas correspondientes y estas fueron registradas en la ficha de seguimiento de cada
voluntario.
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4.2.2. ETAPA ANALITICA

Se desarrollé y optimiz6 una metodologia analitica para la determinacion de ertapenem
en plasma humano mediante un equipo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC por
sus siglas en inglés) acoplado a un detector Ultravioleta/Visible (UV/Vis). Durante esta etapa
se trabajo en el Laboratorio de Biofarmacia del Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

PLAN DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Se desarrollé inicialmente un plan de validacion para el disefio experimental basado en
la “Guidance for Industry”®” de la FDA y la “Guideline on Bioanalytical Method Validation™® de
la EMA, las cuales corresponden a documentos internacionalmente reconocidos que definen
una serie de pruebas normalizadas y experimentales para establecer la validacién de métodos
bioanaliticos. A continuacion, se describe el protocolo de desarrollo de la metodologia analitica

propuesta para el analisis de muestras utilizando plasma como matriz bioldgica.

I DISENO EXPERIMENTAL

Para disefiar la metodologia analitica se utiliz6 como referencia el estudio publicado por
McWhinney B., et al. en el afio 2010, titulado: “Analysis of 12 beta-lactam antibiotics in human
plasma by HPLC with ultraviolet detection™®. De esta publicaciéon se extrajeron tanto las
condiciones cromatograficas como el procedimiento para el tratamiento de las muestras que se
utilizaron al inicio de la investigacion y aparecen resumidas en el apartado de Resultados y
Discusion (Tabla N°6).

Basandose en estas condiciones, el disefio experimental se plante6 como se presenta

a continuacion:

a) Reactivos:
El antibiético fue obtenido de una formulacién comercial para administracion inyectable
correspondiente a ertapenem saédico (Invanz® 1g, laboratorio Merck Sharp and Dohme). El

fosfato de sodio monobasico monohidratado (adquirido en Merk Chile) utilizado fue de grado
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analitico, mientras que el acetonitrilo (LiChrosolv®, adquirido en Merck Chile) era de grado
HPLC. En cuanto al agua, esta correspondié a agua desionizada (18,2 MQ de resistividad y
tamano de poro de 0,22 um). El plasma blanco fue donado por el Laboratorio Central del
HCUCH.

Tabla N°2. Reactivos utilizados durante el desarrollo de la metodologia.

Ertapenem ERT. Invanz®, Merk Sharp and Dohme,
Fosfato de sodio monobasico NaH2PO4+H20, grado analitico, Merck Chile
monohidratado (PM:137,99 g/mol)
Acetonitrilo L’|Cr.1rosolv®, grad.o gradiente para cromatografia
liquida, Merck Chile
Agua desionizada de Tipo |, obtenida con sistema
Agua

Mili-Q.

b) Estandares de Referencia:

El andlisis de farmacos en una matriz bioldégica se realiza usando estandares de
calibracion, controles de calidad y muestras para determinar la estabilidad del analito, a las que
se les adicionan estandares de referencia. Para este estudio no se dispuso de un material
certificado de referencia, sin embargo, durante toda la investigacién se emple6 ertapenem
(Invanz®) fabricado por el laboratorio Merck Sharp and Dohme, el cual corresponde a un
medicamento innovador que aun no dispone de copias en el mercado y, por lo tanto, es el Unico
disponible en Chile. Invanz® se utilizé tanto en las soluciones utilizadas en el proceso de
validacién como en el tratamiento de los pacientes que participaron del estudio, por lo que
ambos analitos son idénticos.

- N° Serie Invanz® utilizado en validacion: MO47795

- Fecha de Elaboracién: 09/2016; Fecha de Vencimiento: 08/2018.
- Peso: 475,52 g/mol

- Férmula: C22H2sN307S

- pKai: 3,37; pKaz: 4,1; pKas: 9,03
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Adicionalmente, se probaron los siguientes farmacos para ser utilizados como

estandares internos durante el desarrollo de la metodologia analitica:

o Cefotaxima para administracion inyectable, Laboratorio Biosano.

o Ranitidina clorhidrato, estandar de potencia 99,7%, Laboratorio Reutter.

o Ketoprofeno inyectable, Laboratorio Genfar.

o Acido salicilico para sintesis, adquirido en Merck Chile.

o Bencilpenicilina sodica 1.000.000 U.l. para administracion inyectable, Laboratorio
OPKO.

c) Equipoy condiciones cromatogréficas:

Se utilizé un equipo High Performance Liquid Chromatography acoplado a un detector
de espectrofotometria Ultravioleta-Visible (HPLC-UV/Vis), de marca Perkin Elmer y modelo
Flexar®.

El sistema cromatogréafico conté con una bomba Flexar Quaternary LC, autosampler
Flexar, horno de columna Flexar que mantuvo la temperatura a 25 °C, y un detector Flexar
UV/Vis. Se utiliz6 el software Chromera Chromatography Data system para la adquisicién de
los datos.

La separacién se llevo a cabo con una columna Waters Spherisorb® ODS 2 C18 (4,6 x
250 mm y tamano de particula 5 ym) y con una fase movil compuesta por buffer fosfato y

acetonitrilo.

Figura N°4. Componentes basicos de un equipo de High Performance
Liquid Chromatography (HPLC).
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Para la preparacion del buffer fosfato, se pesé en una balanza analitica exactamente
alrededor de 1,38 g de fosfato de sodio monobasico monohidratado, los cuales fueron llevados
a un matraz aforado de 1 L al que se le agregd agua desionizada hasta llegar al aforo. La
solucion se colocé sobre una placa calefactora para ser agitada con un agitador magnético y
luego se filtré al vacio en un sistema Millipore® con tamafo de poro 0,22 um. Posteriormente,
la solucioén filtrada se trasvasijo a una botella de laboratorio y se ajust6 el pH a 2,4 con gotas
de acido clorhidrico (HCI) 2 M.

d) Preparacion de las soluciones y muestras a medir:

Se estableci6 un rango preliminar de concentraciones de trabajo utilizando como
referencia farmacocinética la concentracion plasmatica maxima (Cma) alcanzada por
ertapenem tras una Unica infusion de 1 g durante 30 minutos en sujetos jévenes y mayores

sanos. Se fijo el limite superior de la curva de calibracién en el 200% de dicho valor:

Cmax €rtapenem =====) 150 mg/L (en promedio)
200% Cmaxertapenem E=—===) 300 mg/L

El rango preliminar de linealidad abarc6é desde 1 mg/L hasta 300 mg/L para la

construccién de la curva de calibracion y las soluciones controles de calidad. A continuacién,

se describen los diferentes tipos de soluciones usadas y como fueron preparadas:

- Solucién _stock de ertapenem: Corresponde a la solucion madre de alta concentracién

obtenida a partir de la reconstitucion de 1 g de ertapenem Invanz®. Se diluy6 el contenido
de 1 frasco de ertapenem Invanz® (1g) con agua desionizada. Para esto, se tomaron
aproximadamente 8 ml de agua con una jeringa, se introdujeron en el frasco y luego se agitd
la solucion. Enseguida se procedio a retirar la solucion del frasco con la misma jeringa y se
llevé a un matraz de 10 ml donde se afor6 con agua desionizada y se agit6 en vortex durante
30 segundos, resultando una solucién de concentracion 100.000 mg/L identificada como
solucion stock.
1g =1000mg
1000mg —» 10mL

1000 mg o 1000 mL
10 mL 1L

= 100.000 mg/L
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- Soluciones de trabajo de ertapenem: Fueron obtenidas a partir de diluciones de la solucién

stock y se utilizaron para generar las soluciones calibrantes. Las concentraciones necesarias

se calcularon con la siguiente formula:

Formula N°1:

C1XV1 = C2XV2

Donde:

C1: Concentracion inicial. Concentracion de la solucion stock.

V1: Volumen inicial. Volumen de la solucién stock.

C.: Concentracion final. Concentracion final de la solucién de trabajo.

V2: Volumen final. Volumen final de la solucion de trabajo.

Siguiendo esta ecuacion, con una micropipeta se tomaron alicuotas de diferentes
volimenes que se llevaron a matraces aforados de 5 ml, donde se completé el volumen con
agua desionizada, resultando soluciones de trabajo de concentraciones 20.000 mg/L, 10.000
mg/L, 5.000 mg/L, 2.000 mg/L, 400 mg/L y 200 mg/L.

Esquema N°1. Concentraciones de trabajo de ertapenem.

Vi=im C2=20000mgL

/ Vi=05mi C2=10.000mgL
\ V1=025m C2=5000mgL
Vi=01m C2=2000mgL

100.000 mg/L

10.000 mg/L _ Vi=o2m  C2=400mgL
Vi=o1m C2=200mgL
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- Soluciones calibrantes: Bateria de diferentes soluciones de ertapenem en plasma, cuyas

concentraciones permiten establecer la curva de calibracidn. Para su elaboracién se tomaron
los volimenes necesarios de la solucion de trabajo requerida, plasma blanco y acetonitrilo,
generando asi un conjunto de soluciones de distinta concentracién plasmatica de
ertapenem. La cantidad de ertapenem adicionada a las soluciones calibrantes siempre fue
menor al 10% del plasma. Dichos volumenes y soluciones finales de ertapenem se

calcularon siguiendo la Férmula N°1 y se presentan en Tabla N°3.

Tabla N°3. Preparacion de las soluciones calibrantes a partir de las soluciones de trabajo,
plasmay acetonitrilo (ACN).

20.000 0,090 1,910 4 300
10.000 0,120 1,880 4 200
10.000 0,108 1,892 4 180
5.000 0,120 1,880 4 100
5.000 0,090 1,910 4 75
2.000 0,150 1,850 4 50
2.000 0,120 1,880 4 40
2.000 0,060 1,940 4 20
400 0,150 1,850 4 10
400 0,120 1,880 4 8
200 0,150 1,850 4 5
200 0,090 1,910 4 3
200 0,060 1,940 4 2
200 0,030 1,970 4 1
- - 2,000 4 Plasma Blanco

- Soluciones de control de calidad (Quality Control, QC): Soluciones fabricadas para evaluar

la calidad de la curva de calibracion. Se prepararon los controles de calidad siguiendo la
misma forma de elaboracién de las soluciones calibrantes. Segln la FDA®*' y la EMA®, se

deben incorporar al menos 3 QCs en la curva, segun el siguiente criterio:

o QC bajo: Dentro de 3 veces el LOQ; QC bajo = 30 mg/L.
o QC medio: Entre el 30% y el 50% del rango de la curva; QC medio = 125 mg/L
o QC alto: Al menos el 75% del rango superior de la curva; QC alto = 250 mg/L.
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Tabla N°4. Volimenes y soluciones de trabajo utilizados para preparar los controles de calidad.

10.000 0,150 1,850 4 250
5.000 0,150 1,850 4 125
2.000 0,090 1,910 4 30

Para la elaboracion de las soluciones calibrantes y controles de calidad, el plasma fue
sometido a un proceso de purificacibn con acetonitrilo con la finalidad de precipitar las
proteinas. Para esto, las muestras se prepararon en tubos de centrifugacion de polipropileno
de 15 ml y el sobrenadante obtenido se pasé por un filtro de jeringa Millex® de tamafio de poro
de 0,22 um, el cual fue recogido en tubos eppendorf para su posterior almacenamiento. Parte
del filtrado fue transferido a un inserto que se colocd dentro de un vial para ser medido por
cromatografia y el resto se almacené a -80 °C. Las etapas del proceso de preparacion de las

muestras se resumen en el siguiente esquema:

Esquema N°2. Metodologia para el tratamiento de las muestras y extraccion.

Tomar el volumen Agregar el volumen de Adl(f&@Narpirrgl de
calculado de la > plasma necesario para e P
solucion de trabajo completar un volumen preglr[())l:g\icr:gr; de
requerida total de 2 ml plasmaticas
|
V
Extraer
Agitar en vortex Centrifugar a sobrenadante y Colocar 200 pul en
durante 30 ——>| 14.000 g durante 5 filtrar con —>| uninserto de vial
segundos minutos a 25 °C membrana de 0,22 para inyeccion
MM Millex®

e) Conservacion de las muestras:

Todas las muestras fueron trasvasijadas a tubos eppendorf y rotuladas con su nombre,
concentracion y fecha de elaboracion. Posteriormente se almacenaron en un refrigerador a

- 80 °C hasta el momento de su andlisis.
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. PARAMETROS DE VALIDACION

El plan de validacion incluyé la determinacion de los parametros de validacion exigidos
por los manuales “Guidance for Industry”®’ y “Guideline on Bioanalytical Method Validation™8,
en los que, de cumplirse con éxito, se demuestra que el método analitico es idoneo para el uso
previsto y se asegura que los resultados entregados por dicho método son confiables. Las
pruebas de validacién incluyeron la demostracion de los siguientes parametros: selectividad,
linealidad, limites de deteccién y cuantificacion, exactitud, precision, recuperacion y estabilidad.

a) Selectividad:

Es la capacidad de un método analitico de diferenciar y cuantificar un analito en
presencia de otros componentes de la muestra®. Para esto, se utilizan al menos 6 fuentes
diferentes de plasma blanco que son analizadas y evaluadas por separado en busqueda de
posibles interferentes. Normalmente, se acepta la ausencia de componentes interferentes
cuando la respuesta es inferior al 20% del limite de cuantificacién para el analito y del 5% para

el estandar internose.

Para analizar la selectividad del método, todas las muestras fueron procesadas segun
el Esquema N°2, pero sin la adicién del analito. Aquellos plasmas que no tuvieran sefiales de
interferencia a los tiempos de retencién de ERT fueron utilizados para generar las muestras en

el proceso de validacién.

b) Curvade calibracién:

Es la relacién proporcional que existe entre una respuesta o resultado que entrega un
método analitico y la cantidad de analito que se mide en un determinado rango de
concentraciones. ldealmente, antes de llevar a cabo la validacion ya se debe conocer el rango
de concentraciones esperado, el cual tiene que ser cubierto por la curva de calibracion, que
esta definida por: un minimo de 6 muestras calibrantes (incluyendo a los limites inferior y
superior de cuantificaciéon), una muestra blanco y una muestra cero®’*8, de manera de abarcar
todo el intervalo de trabajo hasta 200% el valor de la Cma plasmatica de ertapenem. Los
estandares de calibracion deben ser preparados en la misma matriz biologica prevista para el

estudio.

27



Las muestras blanco y cero no deben ser consideradas para calcular los parametros de

la curva de calibracion.

Para cada concentracién calculada con la ecuacién de la recta, el promedio de los
valores debe estar dentro del £15% del valor nominal, excepto para la concentracion mas baja,
donde se permite que esté dentro del £20%. Al menos el 75% de los estandares de calibracion
deben cumplir con este criterio®”*8, incluyendo el limite de cuantificacion y el calibrante de
mayor concentracion®’. Deben reportarse un minimo de tres curvas de calibracion que hayan

sido obtenidas durante la validacion.

La ecuacion de la recta que aparece en la siguiente férmula, se establece construyendo
un gréfico de area promedio para cada calibrante en funcién de su concentracion, dando origen

asi a la curva de calibracion.

Formula N°2:

Y=mXxa+b

Donde:

Y: Eje de las ordenadas. Indica el area o respuesta de cada solucion calibrante.
a: Concentracion plasmética del analito ERT en mg/L.

m: Pendiente de la recta.

b: Intercepto en la ordenada.

c) Exactitud:

Corresponde al grado de cercania entre el promedio de los resultados de un ensayo y
el valor de referencia -también denominado valor nominal-, considerado como verdadero. Esto
se realiza por medio de una comparacion entre los valores de concentracién entregados por la
curva de calibracion para las muestras medidas y el valor de referencia de cada una de ellas®'38,
Se calcul6 a través del error relativo porcentual (ERP), segun la Formula N°3.

La exactitud de las mediciones se evalué en cada nivel de concentracién y en las

muestras QC, realizando 5 determinaciones para cada una de ellas.
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Formula N°3:

Ci—Cn
% ERP = % X 100 - % Exactitud = 100% — % ERP

Donde:
Ci: Concentracion obtenida del analito.

Cn: Concentracion de referencia del analito.

La exactitud debe ser evaluada en las muestras QC y limite de cuantificacién (LOQ)
dentro de una corrida (exactitud intra-dia) y entre diferentes corridas (exactitud inter-dia)®e:

- Exactitud intra-dia: Se analiza con un minimo de 5 muestras por nivel en un minimo de 4

niveles de concentracién, los cuales cubren el rango de la curva de calibracion. Los
promedios de las concentraciones deben estar dentro del 15% del valor de referencia para

las muestras QC, excepto para el LOQ que debe estar dentro del 20% del valor nominal®”-%,

- Exactitud inter-dia: Se deben analizar las muestras LOQ y los QC bajo, medio y alto para un

minimo de 3 corridas en, al menos, 2 dias diferentes. Los promedios de las concentraciones

deben cumplir el mismo criterio del caso anterior.

d) Precisién:

Expresa el grado de dispersidon entre una serie de mediciones individuales del analito,
cuando las mismas condiciones prescritas son aplicadas repetidamente. La precisién debe
demostrarse para cada nivel de concentracién usando al menos 5 determinaciones por cada
una3’*8, Se expresa como el coeficiente de variacién (CV) entre las mediciones, segun la

Formula N°4:

Formula N°4:

DE i=1(x — %)?
%CV = — x 100 - DE = /L
X n-1
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Donde:
DE: Desviacién estandar de las areas obtenidas.

X: Promedio de las areas para una muestra.

La precision debe evaluarse en las muestras QCs y LOQ dentro de una corrida
(precision intra-dia) y entre diferentes corridas (precision inter-dia)®"%;

- Precisién intra-dia: Se analiza en las muestras LOQ y los QCs bajo, medio y alto. El valor

del CV de las mediciones no debe exceder el 15% para las muestras QCs y el 20% para la
muestra LOQ.

- Precisién inter-dia: Se deben analizar las muestras LOQ y los QCs bajo, medio y alto para

un minimo de 3 corridas en, al menos, 2 dias diferentes. Los valores de los CV de las

mediciones deben cumplir el mismo criterio del caso anterior.

e) Limite de deteccién (LOD) y Limite de Deteccién (LOQ):

El LOD corresponde a la mas baja cantidad de analito presente en una muestra que
puede ser detectada, mediante una sefal analitica, y diferenciada estadisticamente de una

muestra blanco, pero no necesariamente puede ser cuantificada con un valor exacto.

El LOQ es la menor cantidad de analito en una muestra que puede ser cuantificada con
una adecuada exactitud y precision. ElI LOQ se considera el estandar de calibracién mas bajo
si dicho estandar cumple que la respuesta del analito es al menos 5 veces la respuesta de una
muestra blanco y si su peak es identificable, discreto y reproducible con una precisién dentro

del 20% y con una exactitud dentro del £20%3"38,

Para conocer ambos limites existen varias férmulas matematicas, sin embargo,
bésicamente todas consisten en determinar el valor promedio del blanco analitico (Y pianco) Y |2

desviacion estandar (s) de la medicion.

Formula N°5: Férmula N°6:

_Ylod —b

3,3XS
Y lod =Y blanco+3s —» LOD = =

LOD =
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Formula N°7: Formula N°8:

Yloq -b 10x S
Yloq =Y blanco+10xs - LOQ=T LOQ =
Formula N°9:
Yt Xi?
Sa=S§ ———
“=Sy\ i -0

La desviacion estandar puede corresponder a la desviacion obtenida tras la medicion
de al menos 5 muestras blanco (se recomienda medir de 5 a 10 blancos analiticos) o a la
desviacion arrojada por el intercepto de la curva de calibracion (Sa); esto va a depender de qué

método se utilice para la obtencién del LOD y el LOQ.

f) Recuperacion:

Se refiere a la respuesta obtenida para una cantidad de analito agregada y extraida de
una matriz biolégica, comparada con la respuesta obtenida para la concentracién verdadera del
estandar de referencia. Es decir, corresponde a la eficiencia de extraccion de un método
analitico dentro de los limites de la variabilidad. La recuperaciéon del analito puede no ser del
100%, pero el grado de recuperacion de un analito y del estandar interno debe ser consistente,
preciso y reproducible. Deben compararse los resultados de las muestras extraidas a 3
concentraciones (baja, media y alta) con estandares no extraidos que representan una
recuperacion del 100%°%. Es recomendable realizar a lo menos 6 mediciones para cada

muestra. Se calcula como porcentaje con la siguiente férmula:

Formula N°10:

» Ce —Co
Recuperacion (% R) = (T) x100

Donde:

Ce: Concentracion del analito en la muestra enriquecida.
Co: Concentracion del analito en la muestra sin fortificar.
Ca: Concentracion del analito adicionado a la muestra enriquecida.
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g) Estabilidad:

Debe ser medida para asegurar gue todos los pasos tomados durante la preparacion,
analisis y almacenamiento de las muestras no afecten la concentracién del analito en la matriz
estudiada®. La estabilidad debe evaluarse en muestras de baja y alta concentracién y en la
solucién stock de ertapenem?®’. La concentracién promedio obtenida para cada muestra debe

estar dentro de + 15% de la concentracién nominal38.

- Estabilidad durante ciclos de congelamiento y descongelamiento: Al menos tres alicuotas de

concentraciones altas y bajas deben almacenarse a la temperatura de almacenamiento
durante 24 horas y luego descongelarse a temperatura ambiente, para después ser re-
congeladas por otras 12 a 24 horas bajo las mismas condiciones. Este proceso debe

repetirse dos veces mas y luego del tercer ciclo las muestras deben ser analizadas.

Estabilidad de temperatura a corto plazo: Tres alicuotas de cada una de las concentraciones

deben descongelarse a temperatura ambiente y mantenerse asi durante 4 a 24 horas para

posteriormente ser analizadas.

Estabilidad de temperatura a largo plazo: Se mide al menos en tres alicuotas de cada

concentracion. El tiempo de almacenamiento debe superar el tiempo entre el primer y el
ultimo analisis realizado a las muestras, y debe llevarse a cabo en las mismas condiciones
gue el resto de las muestras. Los resultados obtenidos deben compararse con el promedio

de los valores calculados el primer dia del test.

Estabilidad de la solucién stock: Debe evaluarse a temperatura ambiente durante al menos

6 horas. Si la solucién stock se refrigera o congela durante el periodo pertinente, la
estabilidad debe ser registrada. Una vez cumplido el tiempo de almacenamiento deseado,
se debe probar la estabilidad comparando la respuesta entregada por la solucion stock con

la respuesta obtenida de soluciones recién preparadas.

Estabilidad post-preparacion: La estabilidad de las muestras procesadas también debe ser

evaluada. Para esto, se toma en consideracion el tiempo que las muestras se encuentran
en el autosampler durante la ejecucion de la corrida para una cierta cantidad de muestras y
se comparan las mediciones arrojadas por estas con las de los estandares de calibracion

originales.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ETAPA CLINICA

La capacitacion en mediciones antropométricas y el reclutamiento de los pacientes se
llevaron a cabo simultaneamente. Una vez obtenida la firma del consentimiento informado para
cada uno de ellos, se procedi6 con el muestreo farmacocinético y las mediciones

antropomeétricas.

Se encontraron algunos inconvenientes para el andlisis de las caracteristicas
antropométricas y la evaluaciéon del estado nutricional de los pacientes adultos mayores
hospitalizados en la UGA, debido a diversos factores que influyen en sus mediciones y que
dificultan que el proceso se lleve a cabo con exactitud. Estos abarcan desde el impedimento
para tomar las medidas antropométricas de manera directa, principalmente el peso y la
estatura, hasta la escasa cantidad de investigaciones en el area de la nutricibn que estén
basadas en este tipo de poblacién. Dentro de los trabajos disponibles que se pueden encontrar
también existen limitaciones para llegar a resultados certeros. Como ejemplo de esto se puede
mencionar el hecho de que ciertos estudios se han realizado en personas hasta los 72% y 74
afios!?, mientras que otros abarcan desde los 60 hasta los 90 o mas afios de edad’®2. Al no
existir el mismo rango de edad para las mediciones, se hace dificil la interpretacién de los
resultados, pero al no haber mas investigaciones de este tipo, se deben utilizar de igual forma,

asumiendo valores de referencia que pertenecen a otro grupo etario.

Otro ejemplo de las limitaciones es que la mayoria de estos estudios se han llevado a
cabo en poblaciones diferentes a la de los adultos mayores chilenos, ya que gran parte de ellos
se han basado en voluntarios de otros paises, con los que se han determinado valores
estandares de referencia para la poblacién mundial. Por ultimo, otra dificultad que se encuentra
al momento de estimar las mediciones es que no existen investigaciones actualizadas al
respecto, ya que, por ejemplo, los valores estandares entregados por la OMS provienen de
estudios como los de Frisancho®® y Durnin®, que fueron publicados en los afios 1981 y 1974,
respectivamente, y las ecuaciones que hasta hoy se usan para estimar el peso o la estatura

son parte de trabajos realizados por Chumlea®2? durante los afios 80.

A pesar de todo esto, se estimd la composicion corporal para cada uno de los tres

pacientes reclutados a lo largo del periodo del estudio, de los cuales el 66,7% correspondieron
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a hombres y la edad promedio fue de 82,3 + 8,0 afios, con un rango que abarcé de 74 a 90

afos de edad.

Para las medidas de la pierna, se encontré una Altura de Rodilla promedio de 45,7 £ 5,1
cm y una Circunferencia de Pierna promedio de 31,7 £ 1,5 cm; y para las medidas del brazo, el
promedio fue de 82,3 £ 3,5 cm y 26,0 = 4,4 cm para la Media Envergadura de Brazo y la

Circunferencia Braquial, respectivamente.

En cuanto a los pliegues cutdneos, se obtuvo un promedio de 8 £ 5 mm para el Pliegue
Bicipital, 8 £ 3 mm para el Pliegue Tricipital, 9 + 3 mm para el Pliegue Sub-escapulary 9 + 4
mm para el Pliegue Supra-iliaco.

En solo el 66,7% de los pacientes se pudo obtener el peso real mediante una balanza
de sillay el promedio fue de 59,2 + 15,4 kg; mientras que, para el total de los pacientes, el peso;
promedio fue de 54,5 £ 8,1 kg, y el peso, promedio fue de 49,8 + 3,8 kg. Al comparar los pesos
estimados entre si y con el peso real, se puede ver que en todos los casos p>0,05, por lo que

las diferencias entre las mediciones no son estadisticamente significativas.

La estatura no pudo ser registrada de manera directa, debido a que ninguno de los
pacientes podia mantener la bipedestacion. Por lo tanto, se procedi6 a estimarla a partir de la
Media Envergadura de Brazo (estatura:) y de la edad mas la Altura de Rodilla (estaturaz). Los
promedios fueron de 1,65 + 0,1 m y 1,52 + 0,1 m, respectivamente. Al comparar ambos
resultados se tiene que el primero es mayor, lo que indica que al usar la medida del brazo se
obtienen estaturas superiores a las calculadas con el otro método, sin embargo, los resultados

no presentan una diferencia significativa entre ellos (p>0,05).

El indice de Masa Corporal fue medido con las dos estaturas estimadas en el caso
anterior y con el peso real de los pacientes (a excepcion de ID#1 que se estimd con el pesoa).
El IMC; se calcul6é usando la estatura: y el IMC; usando la estatura,, dando un promedio de
20,9 £ 2,4y de 25,4 * 8,3, respectivamente. Para IMC; se obtuvo un promedio mayor, ya que
para su determinacién se usaron los valores entregados por la ecuacion basada en la edad y
la Altura de Rodilla de los pacientes, la cual arroja valores menores que los dados por la otra
ecuacion de estatura. A su vez, si se compara la informacién entregada por ambos IMC sobre
la evaluacién del estado nutricional, el IMC; indica que la muestra posee un déficit de peso y el
IMC; establece que el estado nutricional es normal, esto de acuerdo a la clasificacion que
entrega el Ministerio de Salud! para los adultos mayores (Anexo N°4). A pesar de ello, la

diferencia estadistica entre ambos IMC no es significativa, dado que p>0,05.
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En cuanto a la composicién corporal de la totalidad de los pacientes, los resultados
promedios arrojaron valores de densidad 1,05 + 0,01 kg/m3; peso magro de 44,9 + 8,2 kg; y
peso graso de 12,2 + 4,1 kg. Esto entrega un valor del 78,8 + 4,2% de masa magra y del 21,2
*+ 4,2% de masa grasa. Esta Ultima también se determiné mediante la sumatoria de los cuatro
pliegues cutaneos y el uso de la tabla correspondiente de la OMS*® (Anexos N°11 y 17),
resultando un valor promedio del 22,7 + 3,7% de grasa. La diferencia entre ambos promedios

de % de grasa no fue estadisticamente significativa, debido a que p>0,05.

Para hacer una evaluacion de las reservas energéticas y proteicas de los pacientes, se
emplearon las ecuaciones y tablas propuestas por Frisancho!® (Anexo N°5), las cuales,
ademas, forman parte de las tablas de referencia propuestas por la OMS* (Anexos N°6 — 10y
12 — 16) destinadas a estimar los percentiles en que se encuentra cada sujeto segun su edad
y sexo. Segun esto, primero se calcularon los cuatro indicadores de masa magra y masa grasa,
los que permitieron conocer a qué percentil pertenecia cada paciente y, de acuerdo a esto, se
les clasific6 segun sus niveles de reservas energéticas (grasa) y proteicas. Para ID#1 se
encontré que las reservas energéticas eran bajas, lo cual indica que se encontraba en riesgo
de desnutricion, y que las reservas proteicas eran muy bajas, presentando desnutricion; para
ID#2, tanto las reservas energéticas como las proteicas se hallaban normales; y para ID#3 las
reservas energéticas eran muy bajas, lo que significa que presentaba desnutricion, mientras

que las reservas proteicas eran normales.

Las reservas de grasa y de proteinas se estimaron a partir del Pliegue Tricipital y de la
Circunferencia Braquial; esto debido a que el primero se emplea para la estimaciéon de la
deplecién de la masa grasa, mientras que el segundo se usa para estimar la masa muscular

susceptible de deteriorarse durante el ayuno o estados hipercatabdlicos.

Los resiumenes de las evaluaciones antropométricas y nutricionales se encuentran en
la Tabla N°5.
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Tabla N°5. Evaluacion antropométrica y nutricional de los pacientes del estudio.

I N T T

Sexo Hombre Hombre Mujer

Edad (afios) 74 90 83 82,3+8,0
Medidas de pierna (cm)

AR 50 40 47 457+5,1
CP 30 32 33 31,7+15
Medidas de brazo (cm)

MEB 82 86 79 82,3+35
CB (percentil) 24 (p5) 31 (p50) 23 (<5) 260+4,4
Pliegues cutaneos (mm)

PB 4 13 6 85
PT (percentil) 6 (p10) 11 (p50) 8(<b) 8+3
PSE 12 9 6 9+3
PSI 7 14 6 9+4
Peso (kg)

Peso real 70,1 48,3 59,2+154
Peso1 estimado 52,9 63,4 47,4 545+ 8,1
Peso2 estimado 49,5 53,8 46,2 49,8+ 3,8
Estatura (m)

Estaturai estimada 1,64 1,72 1,58 1,65+0,1
Estaturaz estimada 1,62 1,41 1,51 152+0,1
IMC

IMC? 19,7 (DP) 23,7 (N) 19,3 (DP) | 20,9 £ 2,4 (DP)
IMC? 20,1 (DP) 35,1 (S) 21,2 (DP) | 25,4+ 8,3 (N)
Composicion corporal

Densidad (kg/m?3) 1,06 1,04 1,04 1,05+ 0,01
Peso graso (kg) 8,7 16,7 11,2 122+41
Peso magro (kg) 44,2 53,4 37,1 449+ 8,2
% Magro 83,6 76,1 76,8 78,8142
% Grasa 16,4 23,9 23,2 21,2142
% Grasa segun OMS! 18,5 25,6 24,0 22,7+3,7
Indicadores de masa magray

masa grasa

AB (mm?) 4586 7651 4212

PMB (mm) (percentil) 221 (p5) 276 (p~60) 205 (p=~25)

AMB (mm?) (percentil) 3894 (p<5) | 6041 (p=60) | 3342 (p=~20)

AGB (mm?) (percentil) 692 (p=8) 1610 (p~50) 870 (p<b)

Reservas de grasay proteinas

Reserva de grasa por PT Baja (RD) Normal Muy baja (D)

Reserva de grasa por AGB Baja (RD) Normal Muy baja (D)

Reserva proteica por AMB Muy baja (D) Normal Normal

Pesoi: Estimado mediante AR y CB; Peso2: Calculado a través de la sumatoria de los 4 pliegues; Estaturau:
Estimada usando MEB; Estaturaz: Medido a través de AR y edad; IMC1: Se usO el peso real o peso: y estaturaz;
IMC.: Medido con peso real o peso: y estaturaz. DP: Déficit de peso; N: Normopeso; S: Sobrepeso; RD: Riesgo
de desnutricion; D: Desnutricion.
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Segun los resultados presentados en la Tabla N°5, se puede concluir que tanto ID#1
como ID#3 tienen un IMC que los clasifica en déficit de peso, siendo este obtenido con
cualquiera de los métodos para la estatura. En cuanto a ID#2, se observa que al usar la
estatura; su IMC se clasifica como normal, mientras que si se calcula con la estaturaz el IMC
resulta en sobrepeso. De esto se concluye que ID#1 e ID#2 presentaron un bajo peso para su
edad y que ID#3 se encontr6é normal o con sobrepeso. Cabe notar que este pardmetro se mide
de igual forma ya sea en hombres como en mujeres, debido a que no hay una diferencia en la
férmula del IMC segun el sexo de la persona.

En cuanto a las reservas energéticas de cada paciente, ID#1 presentd bajas reservas
de grasa al ser estimadas a través del PT y del AGB, por lo que se hallaba en riesgo de
desnutricién, y las reservas proteicas calculadas a través del AMB estaban muy bajas,
presentando desnutricion; en tanto, ID#2 poseia ambas reservas energéticas normales, lo que
significa que no tenia exceso ni déficit de grasa o proteinas; y, por ultimo, ID#3 mostré que sus
reservas de grasa calculadas con el PT o el AGB estaban muy bajas, por lo que se encontraba
en estado de desnutricion, mientras que las reserva proteicas obtenidas por medio del AMB se

apreciaban normales.

Es asi como, luego de analizar todos los parametros anteriores, se puede concluir que
ID#1 presentd todos sus indices nutricionales bajos o muy bajos para su edad; mientras que
ID#2 tuvo todos los indices nutricionales normales; e ID#3 present6 indices de grasa muy bajos

pero su reserva proteica se hallé normal.

Si se toma en consideracién, ademas, que estos pacientes corresponden a adultos
mayores que han experimentado cambios debido al envejecimiento relacionados con la
moadificacion de la composicién corporal, tales como reduccion de la masa magra, aumento del
tejido adiposo y disminucion del agua corporal total, se puede esperar como consecuencia que
presenten una reduccién de la masa proteica y, por lo tanto, de la albumina plasmaética, asi
como también una disminucion en el volumen de distribucion de los farmacos hidrosolubles.
Ademas, ya que en este tipo de poblacion ocurren cambios fisioldgicos en el rifién e higado,
debido a que su volumen se reduce, es de suponer que también estos pacientes han de sufrir

disminucion en el aclaramiento de medicamentos.

Todas estas modificaciones pueden conducir a un incremento de la fraccién libre de
ertapenem y de su vida media, lo que finalmente puede provocar un aumento en la
concentracion plasmatica del farmaco al administrarles dosis utilizadas normalmente en

personas mas jovenes. Por lo tanto, se puede esperar que ID#1 sea el paciente que tenga

37



mayores posibilidades de experimentar alteraciones en los parametros farmacocinéticos y

farmacodinamicos de ertapenem, seguido de ID#3 y, por ultimo, de ID#2.

5.2.

ETAPA ANALITICA

DISENO EXPERIMENTAL

En un comienzo se trabajé con las condiciones cromatogréficas de la metodologia

analitica propuesta por McWhinney B., et al.*°, las que luego debieron ser modificadas y

optimizadas de acuerdo con las necesidades y contingencias de la investigacion. Con estos

cambios se obtuvieron las nuevas condiciones cromatograficas utilizadas para la validacion del

método analitico, las cuales se describen mas adelante. En la Tabla N°6 se muestra un resumen

comparativo entre ambas metodologias.

Tabla N°6. Comparacién de las condiciones cromatogréficas de ambas metodologias.

Equipo

Columna

Fase Movil
pH

Velocidad de flujo

Tiempo de retencién
ertapenem

Tiempo de retencién plasma
Longitud de onda

Volumen de inyeccién

Temperatura horno de la
columna

Tiempo de corrida

HPLC UV/Vis Alliance 2690®
Waters

Waters X-bridge® C18
(4,6 x 30 mm; 2,5 ym)

Buffer fosfato 50 mM (88%) y
acetonitrilo (12%)

24

1,0 ml/min
4,388 minutos
0,890 minutos
304 nm

10 pl

25°C

7 minutos

HPLC-UV/Vis Flexar® Perkin
Elmer

Waters Spherisorb® ODS2 C18
(4,6 x 250 mm; 5 ym)

Buffer fosfato 10 mM (70%) y
acetonitrilo (30%)

24

0,9 ml/min
2,923 minutos
2,379 minutos
310 nm

10 ul

25°C

4 minutos
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a) Tipo de columna utilizada:

La columna utilizada en este estudio fue una Waters Spherisorb® ODS 2 Cis (4,6 x 250
mm y tamano de particula 5 ym), la cual es de mayor largo que la empleada en el estudio de
McWhinney, lo que implica que, al compararlas, la presién del sistema que utiliza la columna

mas larga debe ser mayor, para asi mantener la velocidad de flujo y la resolucion.

En cuanto al tipo del relleno, el de ambas columnas consistié en octadecilsilano (Cisg)
unido a particulas de silice porosas encapsuladas en forma esférica, pero el tamafo de
particula en la Spherisorb® es de 5 um y en la XBridge® es 2,5 ym. La importancia de esta
diferencia radica en que cuando se requiere una mayor velocidad de andlisis y/o mayor
resolucion, se prefiere trabajar con columnas de un menor tamafio de particula y que, ademas,
sean mas cortas, tal como es el caso de la XBridge®. En resumen, las particulas mas pequefias

mejoran la resolucion, eficiencia y tiempo de analisis.

Una ventaja de la columna Spherisorb® es que posee un tipo caracteristico de
distribucién de las cadenas hidrofébicas (Cis) sobre la silice, lo cual le otorga un recubrimiento
adicional, conocido como endcapped, destinado a disminuir los grupos silanoles libres y asi

también disminuir interacciones secundarias con estos grupos libres*:.

b) Composicion de la fase movil:

Se realizdé un cambio en la proporcion de la fase movil, la cual pas6 de estar compuesta
por el 88% de buffer fosfato 50 mM y el 12% acetonitrilo, al 70% y el 30%, respectivamente.
Durante el desarrollo de la metodologia se probaron diferentes cantidades de cada uno de los
componentes de la fase mévil, con lo que se pudo observar que al disminuir la proporcién de
buffer fosfato, el tiempo de retencion también lo hacia. Esto se debe a que, al pH de trabajo, el
90% de ertapenem se encuentra no ionizado, por lo que es mas afin al acetonitrilo y eluye mas

rapido al aumentar la cantidad de este.

También se probd utilizando agua desionizada, en vez de buffer fosfato, y acetonitrilo
en proporciones del 96% y el 4%, respectivamente. Sin embargo, al no contar con la presencia
de algun buffer en la fase moévil, no se podia mantener un 6ptimo control del pH, lo cual es
importante cuando el analito es un compuesto ionizable, ya que es una de las principales

variables que afectan en su retencién?2.
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c) pHde lafase movil:

Se evalu6 el cambio de pH de la fase mévil para mejorar el tiempo de retencién y forma
del peak de ertapenem, teniendo en cuenta que la columna debia ser operada en un rango de
pH de 2 a 8 unidades. Estas condiciones son las que recomienda el fabricante para prolongar
su utilidad, debido a que a pH>8 la solubilidad del relleno aumenta notablemente y se genera
la pérdida del ligando Cis producto de la hidrélisis de los grupos siloxano y a la disoluciéon del
soporte de silice***3, Aunque actualmente, este tipo de columnas cuenta con un encapsulado

que protege a la silice frente a la disolucion.

Considerando esto se debia elegir un buffer cuyo valor de pKa permitiera trabajar dentro
de este rango de pH. Por lo tanto, se siguid trabajando con buffer fosfato debido a que sus
valores de pKason 2,15; 7,20; y 12,33, lo que posibilita trabajar en tres rangos de pH diferentes:
1,1-3,1;6,2-8,2;y 11,3 - 13,3*. Es asi que se probaron los pH 2,4y 6,5 para el desarrollo
de la metodologia.

Al ser ertapenem un &cido débil, se encontraria > 99% ionizado si el pH estuviera 2
unidades sobre su pKa, 0 > 99% no ionizado cuando el pH fuera menor al pKa en 2 unidades.

Al trabajar con pH 2,4 cerca del 90% de ertapenem esta en su forma no ionizada, es
decir se encuentra en la forma menos polar o, lo que es lo mismo, mas hidrofébica, por lo que
es mas fuertemente retenido en un sistema cromatografico de fase reversa. En cambio, al
probar con un pH 6,5, mas del 99% de ertapenem se encuentra ionizado y es menos retenido

por el sistema, eluyendo mas rapido.

d) Concentracion molar del buffer fosfato (BF):

Con lafinalidad de conseguir 6ptimas condiciones para la validacion y, a su vez, proteger
el relleno de la columna, se modificé la concentracion molar del buffer. Se parti6 trabajando con
BF en concentracion 50 mM, pero se traté de disminuir teniendo la precaucion de que el buffer
no perdiera su capacidad amortiguadora del pH. Esta propiedad del buffer se fue evaluando
experimentalmente mediante dos operaciones: cuando se ajustaba el pH con HCI 2M, ya que
se podia notar que a medida que se disminuia la concentracion del tampén, mas variaba el pH
con cada gota de acido que se agregaba; y al realizar pruebas con una misma composicién de
fase movil pero cambiando la concentracion molar del buffer fosfato, donde se verific que solo
hasta una cierta cantidad se podia disminuir la concentracion, ya que luego la eficiencia

amortiguadora se perdia y los tiempos de retencion de cada componente de la muestra
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comenzaban a variar. Es asi que entonces se decidi6 trabajar con BF en una concentracion 10
mM.

Este cambio se efectud principalmente para proteger a la columna de la degradacion,
puesto que el uso de tampones fosfato en la fase mévil disminuye la vida util de la columna en

comparacién con tampones organicos, sobre todo cuando se trabaja a pH alto®.

En este punto se debia tener especial cuidado con que, al disminuir la concentracién
molar del buffer, no se perdiera su capacidad amortiguadora, dado que esta propiedad depende
de la concentracién absoluta del sistema buffer y de la proporcion relativa de las formas
disociadas y sin disociar que lo componen. En este caso, aunque se cambie la concentracion
del buffer fosfato, siempre tendra el mismo pH, pero la capacidad amortiguadora sera mayor en

el sistema mas concentrado.

Lo anterior se explica al conocer que la capacidad amortiguadora de un buffer es
méaxima cuando la relacion entre la sal y el &cido que lo conforman es igual a 1, es decir, cuando
el pH es igual al pKa. Por lo que, en este caso, la eficacia maxima del amortiguador frente a
acidos esta a pH = pKa+ 1/2, donde el porcentaje de la sal varia del 75% al 25%, admitiendo

un 50% de acido para disminuir el pH en 1 unidad.

e) Uso de estandar interno:

Para obtener una mayor precision cuantitativa y evitar las incertidumbres asociadas a la
inyeccién de la muestra, se puede incorporar una cantidad conocida de un estandar interno en
cada solucioén calibrante y en las muestras. La relacién del analito con las areas del patrén

interno se utiliza como variable analitica**, realizando asi una calibracion relativa o indirecta.
Hay ciertos requerimientos que debe cumplir un buen estandar interno:

o El peak del estandar interno debe estar bien separado de los peaks de los demas
componentes de la muestra (Resolucién > 1,25).

o Debe eluir cerca al analito de interés.

o El tiempo de retencién del estandar interno debe ser diferente al del analito y se debe
mantener constante en todos los cromatogramas.

o Dado que la concentracién del estdndar interno se mantiene constante en todas las

disoluciones del analito y en la muestra, su area debe ser similar en todas las mediciones.
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Se probd con diferentes compuestos y con ninguno se obtuvo buenos resultados,

algunos de los cuales se presentan a continuacion:

- Cefotaxima: Se utilizd como estandar interno debido a que también es un antibiético B-

lactdmico y, por lo tanto, posee propiedades estructuras similares a las de ertapenem. Sin

embargo, tanto las corridas cromatograficas como los peaks de los diferentes compuestos

de las muestras no entregaron resultados éptimos.

Tabla N°7. Tiempos de retenciéon (min) de los componentes de la muestra usando cefotaxima.

Cromatograma #1  82% BF 50 mM — 18% ACN pH 2,4 3,258 6,257 7,422
Cromatograma #2  82% BF 50 mM — 18% ACN pH 2,4 3,273 6,603 7,937
Cromatograma #3  82% BF 50 mM — 18% ACN pH 2,4 2,262 6,313/6,590 7,752
Cromatograma #4  84% BF 50 mM — 16% ACN pH 2,4 1,835 7,437 9,070

BF: buffer fosfato; ACN: acetonitrilo; tr: tiempo de retencidn (expresado en minutos).

Figura N°5. Cromatogramas con cefotaxima como estandar interno.
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- Acido Salicilico: Se emple6 ya que posee un méaximo de absorcion en el espectro UV a los
297 nm. Se utilizé con una fase movil compuesta por el 86% de BF 50 mM y 14 % de ACN

a pH 6,5. Fue descartado porgue arrojaba un peak cromatografico que no se pudo optimizar;

sin embargo, al ir disminuyendo su concentracion su forma mejoro.

Figura N°6. Cromatogramas con acido salicilico como estandar interno.
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- Ranitidina: Se uso ranitidina ya que tiene un maximo de absorcion en el espectro UV a una

longitud de onda cercana a los 300 nm. La fase movil utilizada consistié en 85% de BF 50

mMy 15% de ACN a pH 6,5. No obstante, el peak de ranitidina no se pudo optimizar y nunca

fue simétrico, por

lo que se descartd su uso.

Figura N°7. Cromatogramas con ranitidina como estandar interno.
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Debido a que ninguno de los compuestos que se probaron se ajusté a las condiciones

gue deberia cumplir un estandar interno 6ptimo, es que se siguid trabajando sin el uso de un
estandar interno en el desarrollo de la metodologia analitica.
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f) Longitud de onda:

Diversos trabajos en donde se pretende determinar ertapenem en plasma humano por
medio de HPLC con deteccion UV, ya sea solo o en conjunto con otros antibiéticos [3-
lactamicos, utilizan preferentemente longitudes de onda cercanas a los 300 nm3%4546  esto
debido a que el grupo B-lactdmico posee su maxima absorcion en el espectro UV a dicha
longitud de onda. Por tal motivo, se probaron distintas longitudes de onda, tales como: 298,
300, 302, 304 y 310 nm.

Ademas, como el equipo HPLC con el que se trabajé tiene la funcidn de hacer un barrido
del espectro UV para los diferentes analitos de una muestra, se realizd6 un analisis de los
espectros UV de ertapenem y plasma. Segun esto, se determind que a 310 nm ertapenem
poseia un maximo de absorcién, mientras que el plasma absorbia en menor cantidad, por lo

gue a esa longitud de onda se facilitaba ain mas la separacion entre ambos compuestos.

g) Velocidad de flujo:

Como es de esperarse, al aumentar la velocidad de flujo de la fase mévil, los tiempos
de retencién de los diferentes componentes de la muestra disminuyen. Sobre una fase movil
compuesta por el 70% BF 10 mM y 30% ACN y pH 2,4, se hicieron varias pruebas respecto a

este punto, escogiendo finalmente una velocidad de flujo de 0,9 ml/min.

Tabla N°8. Tiempos de retencion (tr) a distintas velocidades de flujo.

0,8 ml/min 2,648 3,209
0,9 ml/min 2,370 2,912
1,0 ml/min 2,133 2,643
1,2 ml/min 1,744 2,086
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h) Volumen de inyeccion:

Después de probar con diferentes volimenes, se determiné que al inyectar 10 yl de la
muestra se obtenian mejores resultados en comparacion con volimenes menores, ya que tanto
el CV como la exactitud para cada calibrante mejoraron, ajustandose mas a los rangos

aceptados.

Con volumenes superiores a 10 ul también se obtuvieron buenos resultados, pero
algunas formas de los peaks perdian la simetria, sobre todo a las concentraciones mas altas

de la curva.

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS OPTIMIZADAS

Finalmente, luego de optimizar las condiciones analiticas, se midieron las muestras
preparadas y se obtuvieron los cromatogramas correspondientes, tal como se puede apreciar

en la Figura N°8.

Figura N°8. Cromatograma obtenido con las condiciones cromatogréaficas optimizadas para una
muestra de ertapenem 50 mg/L en una matriz de plasma humano.
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A partir de esta figura, se determinaron los pardmetros cromatograficos de Resolucion,

Numero de platos teoricos y Altura del plato tedrico:
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- Resolucién (Rs): La resolucion de una columna sefiala qué tan separadas se encuentran
dos bandas en relacién con sus anchos, por lo que proporciona una medida cuantitativa de
la capacidad de la columna para separar dos analitos. Cuando la resolucion alcanza valores
desde 1,5 se considera que la separacién entre dos analitos es esencialmente completa, ya
que sélo existe un traslape del 0,3% entre los peaks de A y B (los cuales corresponden al
primer y segundo analito en orden de elucidn, respectivamente); y cuando la resolucion es

1,0, significa que el peak de A contiene alrededor del 4% del peak de B*.

2 (tgB —tgA) _ 2(2,912—-2,359) _
WA+ WB 02+ 025  ~

Resolucion (Rs) =

La resoluciéon de la columna al iniciar el proceso de validaciéon es de 2,5, estableciéndose

asi que existe una Optima separacion entre el plasma y ertapenem.

- Numero de platos tedricos (N): Corresponde a una manera de medir cuantitativamente la
eficiencia de una columna cromatografica, la cual aumenta cuanto mayor es el nUmero de
platos tedricos, ya que se supone que en cada plato tedrico se establece un equilibrio del
analito entre las fases movil y estacionaria.

Nopasua = 16 X (;*;—2)2 =16 x (2;’%)2 =2.226 Nggr = 16 X (’;j—g)z =16 x (%)2 = 2171

2.226 +2.171
Npromedio = - 5 = 2.198

- Altura del plato tedrico (H): Es otra forma de medir cuantitativamente la eficiencia de una

columna, la que aumentard cuanto menor sea la altura del plato tedrico.

L b L 250mm 1 14x10-1
— e d = —_— — =
H N~ 2198 _ i omm

Donde:

tg: Tiempo de retencion.

W: Ancho del peak en la base.
L: Largo de la columna.

1: Plasma. 2: Ertapenem.
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. VALIDACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

Los resultados que se presentan a continuacién fueron obtenidos a partir de muestras

preparadas el mismo dia de la medicion con un nuevo frasco de ertapenem Invanz®.

a) Selectividad respecto ala matriz:

En la Figura N°9 se muestran las sefiales cromatogréficas arrojadas por cada uno de

los 6 plasmas utilizados para la validacion y en la Tabla N°9 se muestran las caracteristicas de

estos. A los tiempos de retencion de ertapenem, se observa que ningun plasma presento

sefiales que podrian interferir en el analisis, por lo que todos eran aptos para su uso.
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Figura N°9. Plasma blanco para selectividad.
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Tabla N°9. Caracterizacion de los plasmas utilizados en la validacion.

1 + A No 28/03/16 28/03/17 2,362
2 + 0 No 04/04/16 04/04/17 2,372
3 + B No 08/04/16 08/04/17 2,382
4 + A No 13/04/16 13/04/17 2,360
5 + A No 13/05/16 13/05/17 2,386
6 + A No 16/05/16 16/05/17 2,363

b) Curva de calibracién: Linealidad y rango del sistema

Se midié la respuesta para cada una de las soluciones calibrantes preparadas, con las
que se construy6 una curva de calibracidn, pero esta no se ajust6 a las condiciones impuestas
por las guias de validacién utilizadas como referencia. Los resultados se muestran en la

siguiente Tabla.

Tabla N°10. Precision y exactitud de todas las soluciones calibrantes preparadas.

2,0 97.487,7 0,6 0,5 24,6
3,0 103.254,6 13 0,6 20,2
50 148.170,2 0,5 15 29,9
8,0 362.557,6 0,3 5,7 71,7
10,0 601.606,2 2,4 10,5 104,7
20,0 1.069.554,6 0,2 19,7 98,6
40,0 2.149.286,8 0,5 41,1 102,7
50,0 2.742.307,9 0,1 52,8 105,6
75,0 4.051.953,3 0,3 78,7 105,0
100,0 5.266.083,1 0,3 102,8 102,8
180,0 9.341.224,4 0,3 183,4 101,9
200,0 10.185.862,0 0,1 200,1 100,0
300,0 15.012.424,4 0,2 295,6 98,5

Ecuacion de larecta: Area = 50.542 [ERT] + 72.580 1% = 0,9992
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Las concentraciones desde 2 hasta 8 mg/L cumplian con el criterio de precision (todas
con un CV < 15%), pero la exactitud se encontraba entre el 7,1y el 67,5%, siendo 10,0 mg/L la
concentracién mas baja que se ajustaba a los criterios de la FDA y la EMA. Es por esto que se
redefinio el rango del sistema, el cual finalmente abarcé desde los 10,0 hasta los 300,0 mg/L.
Los resultados finales que permitieron establecer el rango lineal de concentraciones

plasmaticas de ertapenem se muestran en la Tabla N°11 y la Figura N°10.

Tabla N°11. Linealidad promedio del sistema considerando solo las concentraciones que
cumplen los criterios de validacion.

10,0 601.606,2 24 8,1 80,9
20,0 1.069.554,6 0,2 17,5 87,3
40,0 2.149.286,8 0,5 39,1 97,8
50,0 2.742.307,9 0,1 51,0 102,0
75,0 4.051.953,3 0,3 77,3 103,0
100,0 5.266.083,1 0,3 101,6 101,6
180,0 9.341.224,4 0,3 183,3 101,8
200,0 10.185.862,0 0,1 200,2 100,1
300,0 15.012.424,4 0,2 297,0 99,0

La Figura N°10 muestra la relacion lineal entre la concentracion plasmatica total de
ertapenem y el &rea promedio obtenido tras las mediciones. A partir de este grafico, se deduce

la curva de calibracién del sistema:

[ Area = 49.885 [ERT] + 198.083 72 = 0,9995 ]
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Figura N°10. Representacion gréafica de la linealidad del sistema.

Curva de calibracién
16.000.000,0

14.000.000,0 y = 49.885x + 198.083
12.000.000,0 R*=0,9995

10.000.000,0
8.000.000,0
6.000.000,0
4.000.000,0
2.000.000,0

Area promedio calibrantes

0,0
0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

Concentracion plasmatica ERT (mg/L)

c) Limite de Deteccioén:

Se determind a través de la desviacién estandar de la ordenada de la curva de
calibracion y la pendiente de esta, estableciéndose asi que el LOD es igual a 4,0 mg/L.

Como la sefial del blanco debe coincidir con el valor de la ordenada en la curva de
calibracion, puesto que representa el area que se obtendria a una concentracion de analito
igual a cero, se utiliza la desviacién estandar de este parametro para estimar la desviacion
estdndar de la muestra blanco. La desviacion estandar de la ordenada se calculé segun la

Formula N°9 y el LOD mediante la Férmula N°6:

_3,3x60.820

LOD = 29885 4,0mg/L

Con este valor se preparé un calibrante de ertapenem de concentracion igual a 4,0 mg/L
(siguiendo el Esquema N°2) y se midi6 cinco veces su area, obteniendo un resultado promedio
de 145.404 unidades de absorbancia. Como se ha establecido que el LOD debe ser al menos
3 veces la sefal de ruido, se comparo esta sefial promedio con la sefial promedio obtenida del

ruido del equipo al tiempo de retencion de ertapenem:

Area LOD experimental 1454041

Area muestra blanco ~ 18.012,4

Como la relacién es mayor a 3, se acepto6 a la concentracion 4,0 mg/L como el LOD.
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d) Limite de Cuantificacion:

Fue determinado mediante la evaluacién de las respuestas entregadas por los
calibrantes siguiendo las diferentes condiciones que indican las guias de validacion, esto es: el
LOQ debe corresponder a la concentracion del calibrante de mas baja concentracion que
entrega una sefial identificable, discreta y reproducible con una precision y exactitud dentro del
20%. Segun esto, el LOQ esigual a 12,0 mg/L, dado que el CV de las mediciones fue del 2,4%
y la exactitud de la concentracién calculada promedio fue del 80,9%. También dicha
concentracion entreg6 una respuesta de mas de 5 veces la respuesta del blanco. Los resultados
se detallan en la Tabla N°12.

Tabla N°12. Precision y exactitud del limite de cuantificacion.

591.693,0 7,9 78,9

598.494,8 8,0 80,3

10,0 mg/L 596.321,8 8,0 79,8
594.754,7 8,0 79,5

626.766,9 8,6 85,9

Promedio 601.602,2 8,1 80,9
DE 14.281,8

% CV 2,4

Segun lo que se ha establecido, el LOQ debe ser al menos 10 veces la sefial del ruido.
Para comprobar esto se comparé la sefial promedio obtenida por el ruido del equipo al tiempo
de retencion de ertapenem con la sefial promedio obtenida para el LOQ:

Area LOQ _ 601.606,2
Area muestra blanco  18.012,4

33,4

Dado que se cumplen todos los criterios, se confirma que el LOQ es igual a 10 mg/L.
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e) Precision y exactitud intra-dia:

Se evalub la precisién y exactitud intra-dia, mediante la extrapolacién de las areas
obtenidas para el LOQ (ver resultados en la Tabla N°12) y cada QC (Tabla N°13). Para esto se
utilizé la curva de calibracién presentada anteriormente, dado que estas muestras se midieron
el mismo dia de la construccion de la curva.

Los resultados demuestran que el CV fue menor al 15% para todos los niveles, y la
exactitud se encontrd dentro del 80 al 120% para el LOQ y dentro del 85 al 115% para los QC.
Por lo tanto, esta corrida se ajusto6 a los criterios de validacion.

Tabla N°13. Precisién y exactitud intra-dia para muestras controles de calidad.

1.624.485,2 28,6 95,3
1.618.032,0 28,5 94,9
30,0 mg/L 1.623.499,9 28,6 95,2
QC bajo 1.628.600,2 28,7 95,6
1.620.768,9 28,5 95,1
Promedio 1.623.077,2 28,6 95,2
DE 3.982,7
% CV 0,2
6.613.452,6 128,6 102,9
6.604.342,4 128,4 102,7
125,0 mg/L 6.609.978,4 1285 102,8
QC medio 6.584.339,0 128,0 102,4
6.552.904,8 127,4 101,9
Promedio 6.593.003,4 128,2 102,6
DE 25.089,2
% CV 0,4
12.592.919,0 248,5 99,4
12.553.444,6 247,7 99,1
250,0 mg/L 12.558.580,0 247,8 99,1
QC alto 12.498.778,8 246,6 98,6
12.512.327,8 246,9 98,7
Promedio 12.543.210,0 2475 99,0
DE 37.880,8
%CV 03
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f) Precisidn y exactitud inter-dia:

Se realizé una curva de calibracion para calcular las concentraciones de las muestras
LOQ y QCs. Los resultados muestran que, para la menor concentracion, el QC bajo y el QC
alto, los criterios de validacion se cumplen, puesto que para todos esos niveles el CV fue menor
al 15% y la exactitud se encontré dentro del £15%. Sin embargo, para el QC medio el CV fue
del 20,1% vy la exactitud fue del 82,7%, lo cual indica que este QC presentd una desviacién
mayor a la permitida entre las repetidas mediciones y la exactitud de la concentracion calculada
fue menor a la aceptada por las guias.

Ademas, durante la realizacion de esta corrida se presentaron ciertas anomalias en los
cromatogramas, por lo que se decidié hacer 10 determinaciones por nivel. Por ejemplo, en tres
mediciones del QC medio aparecié un tercer peak con un tiempo de retenciéon de 3,4 minutos
y en todas las mediciones del QC alto apareci6 este mismo peak al mismo tiempo, tal como se
muestra en la Figura N°11.

Figura N°11. Cromatograma obtenido de muestra control de calidad alto.
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Por otro lado, sélo el LOQ se pudo medir con la fase movil previamente establecida
(70% BF 10 mM y 30% ACN), ya que fue la Gnica concentracién en la que se obtuvieron peaks
medianamente simétricos y con &reas cercanas al valor esperado, aunque el tiempo de
retencion para ertapenem pasé de ser en promedio 2,923 minutos a 2,791 minutos. Para el
resto de las concentraciones se trabajé con una fase movil compuesta por el 65% de buffer
fosfato 10 mM y el 35% de acetonitrilo, lo cual produjo que cambiaran huevamente los tiempos
de retencién y demostré que la columna no estaba realizando una 6ptima separacién de los
analitos, lo cual quedo en evidencia al calcular nuevamente la resolucién y la eficiencia de la

columna.
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2 (tgB — tgA) _ 2(2,685—2,321)
WA+WB 031+ 029

Resolucion (Rs) =

tpA\2 2,321\ 2 tpB\2 2,685 2
Nppasmya = 16 X (ﬁ) =16 x (E) =897 Ngpr = 16 X (ﬁ) =16 x (m) = 1.372
897 + 1.372
Npromedia = f = 1.134
y= L g Lo 20mm 10t
= — - = — = =
H N~ 1372 mm

Como se puede ver, la resoluciéon de la columna disminuy6é de 2,5 a 1,2, lo que
demuestra que, aungue el plasma y ertapenem contindian siendo separados, esta separacion
se redujo considerablemente y existe un cierto solapamiento entre las sefiales. En cuanto al
namero de platos teéricos, estos disminuyeron en un 48%, pasando de ser en promedio 2.198

a ser 1.134 platos teoricos.

Ademas, tal como se aprecia en la Figura N°11, en todos los cromatogramas de
muestras QC alto el peak de ertapenem mostré el fenémeno de fronting, el cual es caracteristico
de cuando existen problemas fisicos al interior de la columna que distorsionan la trayectoria de

paso del analito.

Por todas estas razones, esta corrida fue descartada y la precision y exactitud inter-dia

no pudo ser determinada. Los resultados experimentales se presentan en la Tabla N°14.
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Tabla N°14. Precisiéon y exactitud inter-dia para muestras limite de deteccién
y controles de calidad.

551.341,8 556.104,8 9,5 9,6 95,1 96,0
553.383,5 548.414,0 9,5 9,5 95,5 94,5
10’80%9/ L 555.542,3 552.777,4 9,6 9,5 959 954
549.830,4 557.231,3 9,5 9,6 94,8 96,2
555.275,9 555.415,1 9,6 9,6 95,8 95,9
Promedio 553.531,7 9,5 95,5
DE 2.910,1 -
% CV 05 L
1.733.370,7 1.795.344,5 32,5 33,7 108,3 112,4
1.773.937,4 1.787.947,4 33,3 33,6 111,0 111,9
30,0 mg/L 1.776.705,4 1.783.948,3 33,3 33,5 111,1 111,6
QC bajo 1.780.662,0  1.784.673,6 334 335 1114 1117
1.780.038,3 1.779.832,2 33,4 33,4 111,4 111,4
Promedio 1.777.646,0 33,3 111,2
DE 16.676,7 -
% CV 0,9 -
8.098.192,5 5.474.760,7 156,3 105,3 125,1 84,2
8.055.724,1 5.388.270,2 155,5 103,6 124.4 82,9
125,0 mg/L 7.964.134,6 5.5631.251,5 153,7 106,4 123,0 85,1
QC medio 5.374.882,9  5.502.572,7 103,3 105.8 827 847
5.387.406,1 5.506.718,9 103,6 105,9 82,9 84,7
Promedio 6.228.391,4 119,9 82,7
DE 1.251.276,2 -
% CV 20,1 -
12.972.322,1 12.901.161,6 251,1 2498 100,5 99,9
12.945.606,3 13.182.362,5 250,6 255,2 100,2 102,1
250,0 mg/L 12.982.152,7 13.382.291,3 251,3 259,1 100,5 103,6
QC alto 12.734.299,4  13.223.661,2 | 2465 256.0 986 1024
12.771.398,0 13.143.739,8 2472 254.5 98,9 101,8
Promedio 13.023.899,5 252,1 100,9
DE 205.762,6 ----
%CV 1,6 -—--




Il. CUIDADOS Y MANTENCION DE LA COLUMA CROMATOGRAFICA

Durante todo el periodo de trabajo en el laboratorio se notaron fluctuaciones en el
desempefio de la columna. Al inicio de la investigacion esta funcioné en ¢ptimas condiciones,
pero luego comenzo a fallar bajo algunas circunstancias; después nuevamente entregd buenos
resultados, hasta que por ultimo fall6 completamente. Por ello, se tuvo que profundizar en los

cuidados y mantencién de las columnas cromatograficas.

Los fabricantes de columnas recomiendan ciertos cuidados que se deben seguir para
asegurar, durante el mayor periodo posible, el funcionamiento 6ptimo del instrumento. Las
siguientes recomendaciones se extrajeron del “Care and use manual™! de la columna Waters
Spherisorb®:

Instalacion de la columna:

1. Purgar el sistema de bomba para eliminar cualquier buffer que pueda quedar como residuo
del uso anterior y conectar el extremo de entrada de la columna a la salida del inyector.

2. Lavar la columna con fase movil 100% organica, como metanol o acetonitrilo, ajustar la
velocidad de flujo de la bomba a 0,1 ml/min y aumentar a 1 ml/min en, a lo menos, 5 min.

3. Cuando la fase movil fluya libremente desde la salida de la columna, parar el flujo y
conectar la salida de la columna al detector. Esto previene la entrada de aire dentro del
sistema de deteccién y da mayor rapidez para lograr el equilibrio de la linea de base.

4. Incrementar el flujo tal como se indica en el punto 2.

Siempre antes de comenzar a utilizar la columna la bomba se purg6 al menos 5 minutos
para asegurar la eliminacion total del buffer del uso anterior. Durante gran parte del inicio de la
investigacion, la columna no fue lavada o no se hacia como correspondia. Luego se disefié un
protocolo de limpieza estandar para todos los usuarios del HPLC, el cual establecia que, tanto
la columna como el equipo, se debian limpiar solo con agua y luego solo con acetonitrilo a flujo
de 1 ml/min. Dicho protocolo no se ajustaba a lo que realmente se debia utilizar ni respetaba
los incrementos en la velocidad de flujo que establece el manual de esta columna. Aunque la
velocidad de flujo no se fue aumentando tan lentamente como se recomendaba, si se esperaba

gue la presion se equilibrara antes de modificar nuevamente el flujo.
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Equilibrio de la columna:

1.

Para evitar precipitaciones del buffer dentro de la columna o del sistema cromatogréfico,
se debe lavar la columna con 5 volimenes de columna de una solucién de agua/solvente

organico, usando la misma cantidad de solvente que la contenida en la fase movil.

. Se aconseja partir con una velocidad de flujo de 0 ml/min e ir aumentando la velocidad en

0,1 ml/min cada 1 minuto. Luego, purgar la columna con la fase movil hasta obtener una
linea de base estable y, por ultimo, verificar que los tiempos de retencién y las areas de los
peaks de un estandar son estables al comparar 2 a 3 inyecciones consecutivas.

Para este caso en particular, se deberia haber lavado la columna y el sistema HPLC con

al menos 200 mL de una solucion compuesta por 30% de acetonitrilo en agua, antes de

introducir la fase moévil compuesta por 30% de acetronirilo y 70% de buffer fosfato. Sin embargo,

ninguno de estos dos pasos se realizd, ya que, luego del lavado realizado con agua y

acetonitrilo, se procedia directamente a utilizar la columna.

Cuidados en el uso de la columna:

1.

Se recomienda utilizar, mientras no se vea afectada la resolucién analitica, una precolumna

entre el inyector y la columna para proteger a esta Ultima y evitar su contaminacion.

. La preparacion de las muestras se debe llevar a cabo en un solvente que sea miscible con

la fase movil, a fin de evitar la precipitacion de la muestra y/o del buffer.

Debido a que las impurezas de las muestras pueden contaminar la columna, estas se
deben filtrar usando membranas de tamano de poro de 0,2 pm. Ademas, se aconseja
realizar una centrifugacion por 20 minutos a 8.000 rpm, y seguir trabajando con el
sobrenadante.

Para mantener la maxima funcionalidad de la columna se deben utilizar solventes de grado
cromatogréficos de alta calidad. Ademas, se debe filtrar y desgasificar el buffer antes de su
uso.

La columna puede resistir presiones de hasta 6.000 psi (400 bar), aunque a largo plazo
presiones rutinarias de trabajo sobre los 4.000 — 5.000 psi deberian evitarse para
maximizar la vida de la columna y del equipo.

La columna debe ser operada en un rango de pH de 2 a 8, ya que asi se evita la

desintegracion de esta.
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7. El rango de temperatura recomendado para operar esta columna y lograr una buena
selectividad y baja viscosidad del solvente es de 20 — 40 °C.

8. Al almacenar la columna, esta se debe sellar completamente para evitar la evaporacion y
secado. Para periodos mas largos de cuatro dias a temperatura ambiente, se deben hacer
fluir por la columna 10 volimenes de columna de agua grado HPLC y luego almacenar la
columna en 100% de acetonitrilo a temperatura ambiente. El agua se utiliza para evitar la

precipitacion del buffer en la columna cuando esta es introducida en acetonitrilo.

Durante todo el desarrollo, optimizacion y validacién de la metodologia no se utilizaron
precolumnas, dado que la metodologia en la que se basé esta investigacién no las empleaba,
lo que podria haber causado que la columna estuviera expuesta directamente a la
contaminacion. Ademas, los aumentos de presion que presentaba el sistema sobre el limite
constante establecido (alrededor de los 2.000 psi 0 120 bar dependiendo del HPLC utilizado),
al igual que los peaks que repentinamente aparecian divididos o alteraban su forma, las
modificaciones en los tiempos de retencidén o resolucién u otros cambios atipicos observados
en los cromatogramas, apuntaban a que la columna debia ser reemplazada por estar

contaminada.

Todas las muestras fueron preparadas utilizando solo agua desionizada y acetonitrilo,
los que eran miscibles en la fase moévil compuesta por estos mismos reactivos. Siempre se
utilizaron solventes de grado cromatografico de alta calidad, los cuales fueron filtrados y
desgasificados siempre que se pudo, es decir, cuando el sistema de filtracién al vacio estaba

en buenas condiciones operativas y habia filtros de membrana disponibles.

Las muestras durante la preparacion si fueron centrifugadas, aunque por 5 minutos a
14.000 rcf, y solo se sigui6 utilizando el sobrenadante. Pero durante las primeras pruebas que
se hicieron para el desarrollo del método no se filtraron las muestras plasmaticas, por lo que
podria haber sido inyectada en el HPLC algun tipo de impureza o proteina que contaminara la

columna cromatogréfica o, incluso, la aguja de inyeccion del equipo

Para resguardar la columna, todas las pruebas se hicieron a pH entre 2y 7 y a lo largo

de todo el periodo de trabajo se utiliz6 una temperatura de 25 °C.

Para periodos de trabajo entre una semana y otra, los cuales por lo general siempre
eran mayores a cuatro dias, al comienzo de la investigacién no se tomo la precaucion de lavar
con agua y luego acetonitrilo la columna antes de guardarla. Al no haber realizado este paso,

es muy probable que el buffer haya precipitado adentro, afectando su posterior rendimiento.
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6. CONCLUSIONES

La metodologia analitica desarrollada para cuantificar ertapenem en plasma humano
mediante HPLC acoplado a un detector UV/Vis se valid6 segun la “Guidance for Industry” de la
FDA y la “Guideline on Bioanalytical Method Validation” de la EMA. De todos los parametros
exigidos en dichas guias, se lograron determinar con éxito los ensayos de selectividad, limites
de deteccion y cuantificacion, linealidad y exactitud y precision intra-dia, y el resto de las
pruebas no cumplieron con los criterios establecidos. Como no se logr6 evaluar
satisfactoriamente la precision y exactitud inter-dia, no se continué con el proceso de validacion
y, por consiguiente, no se determinaron el resto de parametros. Debido a estas razones, se
concluyé que la metodologia propuesta para cuantificar ertapenem en plasma humano no era

capaz de entregar resultados confiables, validos y coherentes, por lo que se descarto.

Entre los factores que pudieron influir en el fracaso del desarrollo y optimizacion de la
metodologia analitica se encuentran algunos errores relacionados con un deficiente control de
calidad interno del laboratorio, como son: mantencién y limpieza del HPLC debido al manejo
por diferentes usuarios, material de laboratorio descalibrado o en mal funcionamiento y
refrigeracion deficiente de las soluciones stock. Por ello, es recomendable siempre asegurarse
primero de que el lugar de trabajo cuente con las condiciones 6ptimas para llevar a cabo
procedimientos analiticos. Pero lo que mas influyé negativamente en los resultados obtenidos
fue el uso y mantenimiento de la columna, ya que no siempre se le dieron los cuidados
recomendados por el fabricante durante el tiempo que se trabajé con ella, causando asi la

disminucion de su vida util.

Por otro lado, en cuanto a la caracterizacién de los adultos mayores desde el aspecto
biomédico y antropométrico, si se lo logré determinar la composicién corporal y el estado

nutricional de los pacientes estudiados utilizando la metodologia propuesta.

Esto permitié conocer las diferencias nutricionales que existian entre ellos al momento
del estudio y tener una idea sobre los cambios fisiol6gicos asociados al envejecimiento que
habian sufrido. A pesar de esto, no se pudo establecer si dichos cambios, sumados a las
caracteristicas de co-morbilidad que presentaban debido a que se encontraban hospitalizados
en una unidad no critica, podrian alterar la disposicion de ertapenem y afectar el logro de un

indice PK/PD 6ptimo, puesto que la investigacion no se pudo finalizar como se tenia esperado.
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Sin embargo, si se lograra validar una metodologia analitica capaz de determinar la
concentracion de ertapenem en plasma humano, podria establecerse la relacion entre los
cambios fisiolégicos propios de la senescencia y las co-morbilidades de los adultos mayores

con la disposicion de ertapenem, y se facilitaria el éxito de la terapia antimicrobiana.

Este punto es de gran relevancia para un profesional Quimico Farmacéutico, puesto que
su deber es velar por el uso racional de los medicamentos. Sin lugar a dudas, la inclusion de
este profesional en las investigaciones farmacocinéticas es fundamental, dado que puede ser
un gran aporte en la optimizacion de los tratamientos farmacol6gicos, a fin de lograr la méxima

eficacia terapéutica con la minima incidencia de efectos adversos.

Dado que no siempre es posible utilizar farmacos partiendo de criterios preestablecidos
o de métodos empiricos basados en la respuesta clinica o bioquimica en relacién con la
presencia de dichos farmacos, como seria en este caso la mejoria de una infeccion, a veces es
necesario usar otros métodos aplicados a la situacion individual de cada paciente. Este es el
objetivo al que apunta la farmacocinética clinica, ofreciendo, ademas, una importante
proyeccion clinica para el farmacéutico que trabaja en hospital y que cuenta con una sélida

base cientifica.
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7. REFERENCIAS

LISTADO DE ABREVIACIONES

AB
AGB
AMB
AR
bar
CB
CMB
CP
ERT
CIM
Cmax
cv

DE
EMA

FDA

HCUCH
HPLC

IMC

LB
LOD

Area Braquial

Area Grasa Braquial

Area Muscular Braquial

Altura de Rodilla

Unidad de presién

Circunferencia Braquial

Circunferencia Muscular Braquial
Circunferencia de Pierna

Ertapenem

Concentracion Inhibitoria minima (en mg/L)
Concentracion plasmatica maxima (en mg/L)
Coeficiente de variacion

Densidad

Desviacion estandar

Del inglés European Medicines Agency. Agencia regulatoria europea de

Medicamentos

Del inglés Food and Drug Administration. Agencia regulatoria de
alimentos y medicamentos de Estados Unidos

Altura del plato tedrico

Hospital Clinico de la Universidad de Chile
Del inglés High Pressure Liquid Chromatograpghy. Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia

indice de Masa Corporal

Litro
Largo del Brazo

Limite de Deteccidn, del inglés Limit of Detection.



LOQ
MEB

PBP
PB
PK/PD

PMB
pH
PSI
psi
PSE
PT
OMS
QC

rcf

Rs
UGA
UV/Vis
mg/L
nm

U.l.

A

Limite de Cuantificacion, del inglés Limit of Quantification.
Media Envergadura de Brazo

Numero de platos te6ricos

Proteinas de union a Penicilinas, del inglés Protein Binding Penicilin.

Pliegue Bicipital

Farmacocinético/Farmacodinamico, del inglés
Pharmacokinetics/Pharmacodynamics.

Perimetro Muscular Braquial

indice que indica el grado de acidez o basicidad de una disolucion.
Pliegue Supra-iliaco

Unidad de presién, del inglés pounds-force per square inch.
Pliegue Sub-escapular

Pliegue Tricipital

Organizacién Mundial de la Salud.

Control de calidad, del inglés Quality Control.

Unidad de medida de la fuerza de aceleracion de una centrifuga,

del inglés relative centrifugal force

Resolucién

Unidad Geriatrica de Agudos.
Ultravioleta/Visible.
miligramos/litro.

Nandmetros

Unidades Internacionales

Longitud de onda
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ANEXOS DISPONIBLES EN CD

Protocolo de recolecciéon y manejo de las muestras plasmaticas de ertapenem obtenidas
de los pacientes.

Pauta de muestreo para estudio farmacocinético de ertapenem.
Ficha de registro de mediciones antropométricas y tratamiento farmacolégico.

Tabla de Clasificacion de los valores del IMC utilizada por el MINSAL para la evaluacion
del estado nutricional de los adultos mayores chilenos?.

Tabla de Reservas de grasa y proteinas seguln estandares de Frisancho?®.

Tabla de Pliegue Tricipital para hombres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm.) utilizada
por la OMS*.

Tabla de Circunferencia Braquial para hombres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm.)
utilizada por la OMS*,

Tabla de Circunferencia o Perimetro Muscular Braquial para hombres entre 1 — 74,9 afios
(percentiles — mm.) utilizada por la OMS*°,

Tabla de Area Grasa Braquial para hombres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm?.)
utilizada por la OMS*,

Tabla de Area Muscular Braquial para hombres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm?2.)
utilizada por la OMS*,

Tabla de contenido de grasa por sumatoria de 4 pliegues para hombres entre 17 — 50+
afos utilizada por la OMS*°,

Tabla de Pliegue Tricipital para mujeres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm.) utilizada
por la OMS*.

Tabla de Circunferencia Braquial para mujeres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm.)
utilizada por la OMS*°,

Tabla de Circunferencia o Perimetro Muscular Braquial para mujeres entre 1 — 74,9 afios
(percentiles — mm.) utilizada por la OMS*,

Tabla de Area Grasa Braquial para mujeres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm?.)
utilizada por la OMS*°,

Tabla de Area Muscular Braquial para mujeres entre 1 — 74,9 afios (percentiles — mm?.)
utilizada por la OMS*,

Tabla de contenido de grasa por sumatoria de 4 pliegues para mujeres entre 17 — 50+ afios
utilizada por la OMS*°,
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RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS PLASMATICAS
DE ERTAPENEM

Muestreo para estudio farmacocinético

Extraer 3 mL de sangre venosa y transferir a un tubo heparinizado.
Llevar la muestra inmediatamente a un cooler a 4°C.
Centrifugar por 10 minutos a 2500 x g para separar el plasma.

Transferir el plasma a viales de almacenamiento (eppendorf).

ok~ 0N PRE

Almacenar las muestras a —80°C hasta el analisis.
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PAUTA DE MUESTREO PARA ESTUDIO FARMACOCINETICO
DE ERTAPENEM

Identificacién: ID#
Servicio de origen:

Fecha de muestreo:

Tiempo definido Tiempo real de

Observaciones
muestreo (hora) muestreo (hora)

0

0,5

12

24
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FICHA DE REGISTRO DE MEDICIONES ANTROPOMETRICAS Y
TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Datos pacientes

Pliegues cutaneos (mm)

IDENT

Sexo

Edad

Medidas brazo (cm)
MEB LE CB

PE PT PSE PSI

ID#

ID#

ID##

ID#

IDs#

IDs#

Peso (Kg) y Talla (m)

iMC

Composicion corporal

IDENT

Peso
real | Peso

m‘l

Peso est® | Tallaest' | Talla est®

Densi-
dad

% Peso % Peso
Grasa| grasa | Magro | magro

ID#

ID#

ID#

ID#

ID#

ID#

Medicamentos administrados durante la hospitalizacion en la UGA

FARMACO

POSOLOGIA

VIA DE

ADMINISTRACION

HORARIO
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Tabla de Clasificacién de los valores del IMC utilizada por el MINSAL para la evaluacién

Déficit de peso (DP) <23
Normal (N) 23,1-279
Sobrepeso (S) 28-31,9
Obesidad (O) >32

del estado nutricional de los adultos mayores chilenos

Tabla de Reservas de grasay proteinas segun estandares de Frisancho

<5 Muy Baja (D) Muy Baja (D) Muy Baja (D)
>5 <10 Baja (RD) Baja (RD) Baja
>10 <90 Normal Normal Normal
>90 <95 Alta (RO) Alta (RO) Alta
>95 Muy Alta (O) Muy Alta (O) Muy Alta

D: Desnutricion; RD: Riesgo de Desnutricién; RO: Riesgo de Obesidad; O: Obesidad
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EDAD

1-19
2- 2.9
3- 3.9
4- 4.9
5- 5.9
6- 6.9
7- 7.9
8- 8.9
9- 9.9
10-10.
11-11.
12-12.
13-13.
14-14.
15-15.
16-16.
17-17.
18-18.
19-24.
25-34.
35-44.
45-54.
55 - 64.9
65 - 74.9

© O© © © © © O O O O O O

©

TABLA 116
PLIEGUE TRICIPITAL (percentiles-mm.)
1 -74,9 anos
HOMBRES
10 25 50 15 90 95
7 8 10 12 14 16
7 8 10 12 14 15
7 8 10 11 14 15
6 8 9 11 12 14
6 8 9 11 14 15
6 7 8 10 13 16
6 7 9 12 15 17
6 7 8 10 13 16
6 7 10 13 17 18
6 8 10 14 18 21
6 8 11 16 20 24
6 8 11 14 22 28
5 7 10 14 22 26
5 7 9 14 21 24
5 6 8 11 18 24
5 6 8 12 16 22
5 6 8 12 16 19
5 6 9 13 20 24
5 7 10 15 20 22
6 8 12 16 20 24
6 8 12 16 20 23
6 8 12 15 20 25
6 8 11 14 19 22
6 8 11 15 19 22

AU OUUUAPMAOARMAMUIOODOOUT U UIO® OO S O

F'-isancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545



CIRCUNFERENCIA BRAQUIAL (percentiles-rrim.)

EDAD

1-1.9

2-
3_
4

29
3.9
49
59
6.9
79
8.9
9.9

10-10.9

11-11.9

12-12.9

13- 139

14-14.9

15-15.9

16-16.9
17-17.9
18-18.9
19-24.9
25-34.9

35-44.9

45-54.9

55-64.9
65-74.9

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540 - 2545

142
141
150
149
153
155
162
162
175

186
193
194
220
222
244
246
245
262
271
278
267
258
248

10

146
145
153
154
160
159
167
1/0
178
184
190
200

226
229
248
253
260
272
282
287
281
273
263

TABLA 117

1-74,9 anos
HOMBRES
25 50
150 159
153 162
160 167
162 171
167 175
167 179
177 187
177 190
"87 200
196 210
202 223
214 232
228 247
237 253
244 264
262 278
267 285
276 297
288 308
300 319
305 326
301 322
296 317
285 307

15

170
170
175
180
185
188
201
202
217
231
244
254
263
283
284
303
308

331
342
345
342
336
325

90

176
178
184
186
195
209
223
220
249
262
261
282
286
303
311
324
336
353
355
362
363
362
355

95

183
185
190
192
204
228
230
245
257
274
280
303
301
322
320

347
379
372
375
374
376
369
355
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TABLA 118

CIRCUNFERENCIA MUSCULAR BRAQUIAL (percentiles-mm.)
1 -74,9 afnos

HOMBRES
5 10 25 50 15 90 %

1-19 110 113 119 127 135 144 147
2-29 11 114 122 130 140 146 150
339 17 123 131 137 143 148 153
4-49 123 126 133 141 148 156 159
5-59 128 133 140 147 154 162 169
6-69 13l 135 142 151 161 170 177
19 137 139 161 160 168 177 190
-89 140 145 154 162 170 182 187
9-09 Il 154 161 170 183 19 202
10-109 156 160 166 180 191 209 221
11119 159 165 173 183 195 205 230
12-129 167 1711 182 195 210 223 241
13-139 172 179 196 211 226 238 245
14-149 189 199 212 223 240 260 264
15-15.9 199 204 218 231 254 266 212
16-16.9 213 225 234 249 269 281 296
17-119 224 231 245 258 213 294 312
18-189 226 231 252 264 283 298 324
19-249 238 245 251 213 289 309 321
25-349 243 250 264 219 298 314 326
35-449 241 255 269 286 302 318 321
45-54.9 239 249 265 281 300 315 326
55-64.9 236 245 260 218 295 310 320
65-7149 223 233 251 268 284 298 306

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545
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TABLA 119

AREA GRASA BRAQUIAL (percentiles-mm?2.)
1 - 74,9 afos

HOMBRES
5 10 25 50 15 90 95

1-19 452 486 590 141 895 1036 1176
2-2.9 434 504 518 137 871 1044 1143
3-3.9 464 519 590 736 868 10711 1151
4-4.9 428 494 598 T2 859 989 1085
5-59 446 488 582 113 914 1176 1299
6-6.9 371 446 539 678 896 1115 1519
1-19 423 473 514 158 1011 1393 1511
§-8.9 410 460 588 725 1003 1248 1558
9-9.9 485 521 635 859 1252 1864 2081
10-10.9 523 543 138 982 1376 1906 2609
11-11.9 536 595 754 1148 1710 2348 2574
12-12.9 554 650 874 1172 1558 2536 3580
13-13.9 475 570 812 1096 1702 2744 3322
14-14.9 453 563 786 1082 <608 2746 3508
15-15.9 521 595 690 %1 1423 2434 3100
15-16.9 542 593 844 1078 1746 2280 3041
17-17.9 598 698 827 1096 1636 2407 2888
18-18.9 560 665 860 1264 1947 3302 3928
19-24.9 594 143 963 1406 2231 3098 3652
25-34.9 675 831 1174 1752 2459 3246 3786
35-44.9 103 851 1310 1792 2463 3098 3624
45-54.9 149 922 1254 174l 2359 3245 3928
55-64.9 658 839 1116 1645 2236 2976 3466
65-74.9 513 153 1122 1621 2199 2876 3321

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545
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EDAD

= = = s —
S oo o~ BEos

O OO —~J O U1 &~ W P -
1

- 19
- 2.9
- 39
- 49
- 59
- 6.9
- 19

8.9

- 99
-109
-119
-129
-139
-149
- 159
-16.9
17-

179

18 m8.9
19-249
25-349
35-44.9
45 -54.9
55 - 64.9
65 - 74.9

Fnsarcho, R Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545

5
956
973

1095
1207
1298
1360
1497
1550
1811
1930
2016
2216
2363
2830
3138
3625
3998
4070
4508
4694
4844
4546
4427
3973

10
1014
1040
1201
1264
1411
1447
1548
1664
1884
2027
2156
2339
2546
3147
3317
4044
4252
4481
arn
4963
5161
4946
4783
4411

TABLA 120
AREA MUSCULAR BRAQUIAL (percentiles-mm?2.)

1-74,9 afos
HOMBRES

25 50
1133 1278
1190 1345
1357 1484
1408 1579
1550 1720
1605 1815
1808 2027
1895 2089
2067 2288
282 2575
2382 2670
2649 3022
3044 3553
3586 3963
3788 4431
4352 4951
ATTT 5286
5066 5552
AL 5913
h541 6214
5740 6490
5589 6297
5381 6144
5031 5716

15
1447
1557
1618
1747
1884
2056
2246
2296
2657
2903
3022
3496
4081
4575
5'134
5753
5950
6374
6660
1067
1265
1142
6919
6432

90
1644
1690
1750
1926
2089
2297
2494
2628
3053
3436
3359
3968
4502
5368
5631
6576
6886
1067
7606
1847
8034
1918
1670
1074

9
1720
1787
1853
2008
2285
2493
2886
2188
3257
3882
4226
4640
4794
5530
5900
6980
1126
8355
8200
8436
8488
8458
8149
1453



213
50 +

VARONES (Edad)
40-49

30-39

TABLA 121

(biceDS. triceos, subescaoular, suDrailiaco)

ANLOO O T O~ O 1ONIM <I'LO O -
mbam bon [aNTaNTaN[aN[aN[aN[aslaslaslaslasleplasiep]

ANLOM DD <TLON— 00O O~
mbam bon Lop laNTaNToNIaNTaN[aN[aN[aplapleslapleplep]

AN<TOr— O—IANM<TLOLOWOWI—r~00o
n i anionlon BN N [aNaN{aN[aN[aN[aN[aN[aNIaN{a N [aN]

CONTENIDO DE GRASA POR SUMATORIA DE 4 PLIEGUES

PLIEGUES
CUTANEOS

Durnin, J. and Womersley j., Br. J. Nutr. 1974; 32: 77-97



TABLA 122
PLIEGUE TRICIPITAL (percentiles-mm.)

1-74,9 anos
MUJERES

EDAD

5 10 25 50 75 90
1- 19 6 T 8 10 12 14
2- 29 6 8 9 10 12 15
339 1 8 9 1 12 14
4- 49 T 8 8 10 12 14
5 59 6 T 8 10 12 15
6- 6.9 6 6 8 10 12 14
- 19 6 T 9 1 13 16
8- 89 6 8 9 12 15 18
9- 99 8 8 10 13 16 20
10-10.9 T 8 10 12 17 23
11-11.9 T 8 10 13 18 24
12-12.9 8 9 i 14 18 23
13-13.9 8 8 12 15 2 26
14-14.9 9 10 13 16 2 26
15-15.9 8 10 12 17 2 25
16-16.9 10 12 15 18 22 26
17-179 10 12 13 19 24 30
18-18.9 10 12 15 18 22 26
19-24.9 10 1 14 18 24 30
25-34.9 10 12 16 2 2 34
35-44.9 12 14 18 23 29 35
45-54.9 12 16 20 25 30 36
55-64.9 12 16 20 25 3l 36
65-74.9 12 14 18 24 29 34

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540 - 2545

95

16
16
15
16
18
16
18
24
22
21
28
21
30
28
32
3
37
30
34
37
38
40
38
36



CIRCUNFERENCIA BRAQUIAL (percentiles-mm.)

EDAD

19
2.9
3.9
49
5.9
6.9
19
8.9
- 99
10-10.9
11-11.9
12-12.9
13-13.9
14-14.9
15-15.9
16-16.9
17-17.9
18-18.9
0-24.9
25-34.9
35-44.9
45-54.9
55-64.9
65-74.9

©

5

138
142
143
149
153
156
164
168
178
174
185
104
202
214
208
218
220
222
21
233
241
242
243
240

10

142
145
150
154
157
162
167
172
182
182
194
203
21
223
221
224
221
221
230
240
201
256
257
252

TABLA 123

1 - 74,9 aios
MUJERES
25 50
148 156
152 160
158 167
160 169
165 175
170 176
174 183
183 195
194 211
193 210
208 224
216 231
223 243
237 252
239 254
241 258
241 264
241 258
247 265
256 217
267 290
274 299
280 303
214 299

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540 - 2545

75

164
167
175
177
185
187
199
214
224
228
248
256
211
212
219
283
295
261
290
304
317
328
335
326

90

172
176
183
184
203
204
216
247
51
51
276
282
301
304
30

3:8
324
312
319
342
356
362
367
356

95

177

184
189
191
21
21
231
261
260
265
303
294
338
322
322
334
350
325
345
368
378
384
385
313

275
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TABLA 124

CIRCUNFERENCIA MUSCULAR BRAQUIAL (percentiles-mm.)

1-749 anos
MUJERES
EDAD 5 10 % 0T 0 0

1-1.9 105 111 117 124 132 139 143
2-2.9 111 114 119 126 133 142 147
3-3.9 113 119 124 132 140 146 152
4-4.9 115 121 128 136 144 152 157
5-5.9 125 128 134 142 151 159 165
6-6.9 130 133 138 145 154 166 17
1-1.9 129 135 142 151 160 171 176
8-8.9 138 140 151 160 171 183 194
9-9.9 147 150 158 167 180 194 198
10-10.9 143 150 159 170 180 190 197
11-11.9 150 158 171 181 196 217 223
12-12.9 162 166 180 191 201 214 220
13-13.9 169 175 183 198 211 226 240
14-14.9 174 179 190 201 216 232 247
15-15.9 175 178 189 202 215 228 244
16-16.9 170 180 190 202 216 234 249
17-11.9 175 183 194 205 221 239 251
18-18.9 174 179 191 202 215 231 245
19-24.9 179 185 195 207 221 236 249
25-34.9 183 188 199 212 228 246 264
35-44.9 186 192 205 218 236 251 212
45-54.9 187 193 206 220 238 260 214
55-64.9 187 196 209 225 244 266 280
65-74.9 185 195 208 225 244 264 219

Frisancho. R Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545



EDAD
1-1.9

o —~J o o1 B LW PO

- 29
- 39
- 49
- 59
- 69
- 19
- 89
9-

9.9

10-10.9
1n-119
12-129
13-13.9
14 - 149
15-159
16- 18.9
17-17.9
18-18.9
19-24.9
25-349
35-44.9
45-549
55 - 64.9
65 - 74.9

Frisancho, R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545

5
401
469
473
490
410
464
491
521
642
616
107
182
126
91
839

1126
1042
1003
1046
1173
1336
1459
1345
1363

10

466
526
529
541
529
508
560
634
690
102
802
854
838
1043
1126
1351
1267
1230
1198
1399
1619
1803
1879
1681

TABLA 125
1 - 74,9 afos
MUJERES
25 50
578 106
642 T47
656 822
654 766
647 812
638 827
706 920
769 1042
933 1219
842 1141
1015 1301
1090 1511
1219 1625
1423 1818
1396 1886
1663 2006
1463 2104
1616 2104
1596 2-66
1841 2548
2158 2898
2447 3244
2520 3369
2266 3063

15
847
894
967
907
991

1009
1135
1383
1584
1508
1942
2056
2374
2403
2544
2598
2977
2617
2959
3512
3932
4229
4360
3943

AREA GRASA BRAQUIAL (percentiles-mm?2.)

90
1022
1061
1106
1109
1330
1263
1407
1872
2111
2500
2130
2666
3212
3250
3093
3374
3864
3508
4050
4690
5093
5416
5276
4914

9%
1140
1173
1158
1236
1536
1436
1644
2482
2524
3005
3690
3369
4150
3765
4195
4236
5159
3133
4896
5560
5847
6140
6152
5530

217
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TABLA 126

AREA MUSCULAR BRAQUIAL (percentiles-mm2.)

EDAD

_— = = [—
o1l &~ 0w M R o

O OO —J OO U1 &~ W N -
[ [

- 19
- 29

39

- 49

5.9
6.9

- 19
- 89
- 99
-109
-119
-129
-139
-149
-159
16 -

16.9

17-17.9

*8_

189

*'9-24.9
25 - 349
35-44.9
45-54.9
55 - 64.9
65 - 74.9

Fi jsancho R. Am. J. Clin. Nutr. 1981; 34: 2540-2545

5

88h

973
1014
1058
1238
1354
1330
1513
1723
1740
1784
2092
2269
2418
2426
2308
2442
2398
2538
2661
2750
2184
2184
2137

10

973
1029
1133
1171
130
1414
1441
1566
1788
1784
1987
2182
2426
2562
2518
2567
2674
2538
2128
2826
2948
2956
3063
3018

1-74,9 aios
MUJERES
25 50
1084 1221
1119 1269
1227 1396
1313 1475
1423 1598
1513 -683
1602 1815
1808 2034
1976 2221
2019 2296
2316 2612
2519 2904
2657 3130
2874 3220
2847 3248
2865 3248
2996 3336
2917 3243
3026 3406
3148 3573
3359 3783
3318 3858
3477 4045
3444 4019

75
1378
1405
1563
1644
1825
1871
2045
2321
2511
2583
3071
3225
3529
3704
3689
3718
3683
3694
3877
4138
4428
4520
4750
4739

90

1535
1595
1690
1832
2012
2482
2332
2657
2987
2873
3739
3655
4081
4294
4123
4353
4552
4461
4439
4906
5240
5373
5632
5966

95
1621
1721
1846
1958
2159
2323
2469
299
3112
3093
3953
3847
4568
4850
4756
4946
5251
4767
4940
5541
5877
5964
6247
6214



TABLA 127
CONTENIDO DE GRASA POR SUMATORIA DE 4 PLIEGUES

(biceps, triceps, subescapular, suprailiaco)

MUJERES (Edad)
PLIEGUES

CUTANEOS 17-29 30-39 40-49 50 +
15 10.5 - - -
20 141 17.0 19.8 214
25 16.8 194 22.2 24.0
30 19.5 21.8 24.5 26.6
35 21.5 23.7 264 28.5
40 234 25.5 28.2 30.3
45 25.0 26.9 29.6 319
20 26.5 28.2 31.0 334
99 21.8 29.4 32.1 34.6
60 29.1 30.6 33.2 35.7
65 30.2 31.6 34.1 36.7
10 31.2 32.5 35.0 3.1
15 32.2 34.4 359 368.7
80 33.1 34.3 36.7 39.6
85 34.0 35.1 31.5 404
90 34.8 35.8 38.3 412
9 35.6 36.9 39.0 41.9
100 36.4 31.2 39.7 42.6

Durnin, J. and Womersley J., Br. J. Nutr. 1974; 32: 77-97



