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Il. RESUMEN

La ciencia farmacéutica ha logrado grandes progresos en los Ultimos afios y continia
buscando soluciones mas efectivas y seguras para combatir enfermedades viejas y nuevas. Junto
con este desarrollo y la medicina personalizada, el monitoreo terapéutico de drogas (MTD) resulta
de gran valor para el manejo de algunos tratamientos farmacologicos. Basada en la determinacion
de la concentracién alcanzada por los farmacos en los fluidos biolégicos, su principal beneficio es
el de optimizar la eficacia, y prevenir la toxicidad ajustando la dosis individual a cada paciente. De
esta manera se logra evitar consecuencias negativas como el fracaso terapéutico, efectos

adversos o la aparicion de nuevas resistencias microbianas a los antibioticos.

Frente a esta realidad se pone de manifiesto la vital importancia de que la comunidad
médica pueda contar con laboratorios de analisis que dispongan de métodos bioanaliticos de facil
implementacion y acceso, pero de calidad analitica adecuada para llevar a cabo la determinacion
de farmacos en muestras biologicas. Los mismos permitiran avanzar tanto, en el establecimiento
de rangos terapéuticos adecuados para poblaciones especiales en las que aln no se han definido,

como en la realizacion exitosa del MTD.

En este contexto, la cromatografia liquida de alta resolucién empleando nueva fases
estacionarias con tecnologia de particulas altamente eficientes presenta un desempefio altamente
selectivo y reproducible que se adapta a las necesidades de costo, simplicidad, disponibilidad y
facil acceso de laboratorios de mediana complejidad para el desarrollo de nuevos método

bioanaliticos.

Por otro lado, la implementacién de los fundamentos de la calidad analitica basada en el
disefo (AQbD) y de la gestidn del ciclo de vida, resultan poderosas herramientas, que permiten la
incorporacion del concepto de calidad desde el diseio mismo de los métodos analiticos.
Resaltando la importancia de enfoques cientificos sélidos y de un aseguramiento de la calidad de
los resultados informados, AQbD se basa en la gestion de riesgos aplicada tanto en el desarrollo,

como en el control, establecimiento y uso rutinario de los métodos analiticos.

En el presente trabajo de tesis se aplicaron AQbD y gestion del ciclo de vida en el desarrollo,
validacion y monitoreo continuo de tres métodos cromatograficos aplicados para MTD de
tuberculostaticos, antibidticos betalactamicos y metotrexato. Todos resultaron aptos para el uso
previsto presentando caracteristicas de desempefio en concordancia con los requerimientos

internacionales para métodos bioanaliticos.
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El Capitulo 1 se centra en el desarrollo de un nuevo método bioanalitico destinado a
determinar las concentraciones plasmaticas de etambutol, isoniacida y pirazinamida en pacientes
con tuberculosis sensible a farmacos de primera linea. El Capitulo 2 presenta también el desarrollo
de un nuevo método cromatografico, en este caso previsto para la cuantificacion de ceftazidima,
meropenem Y piperacilina en plasma de pacientes polimedicados. En ambos casos, las diferentes
herramientas de AQbD utilizadas permitieron lograr la sensibilidad y la selectividad requeridas para

generar resultados confiables en tiempos de analisis cortos y a un costo razonable.

El Capitulo 3 aborda la aplicacién del método bioanalitico desarrollado en el Capitulo 2 para
concretar un estudio clinico del comportamiento de los niveles plasmaticos de meropenem en
pacientes bajo dos tipos de terapias de reemplazo renal, internados en la unidad de terapia
intensiva del hospital “J. M. Cullen” de la ciudad de Santa Fe, con el objetivo de validar la

adecuacion de las dosis administradas habitualmente.

Por ultimo, el Capitulo 4 presenta la aplicacion retrospectiva de las herramientas de AQbD
para actualizar un método bioanalitico utilizado desde el afio 2010 para monitoreo terapéutico de

metotrexato en pacientes diagnosticados con diferentes patologias oncohematologica.
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ll. SUMMARY

Over the last few years, the pharmaceutical industry has achieved outstanding signs of
progress and is on a continued search for more effective and secure solutions to combat old and
new diseases. With this development and personalized medicine, the therapeutic monitoring of
drugs (TDM) is of great value for the managing of certain pharmacological treatments. Based on
the determination of drug concentrations in biological fluids, its main benefit is to optimize the
efficacy and prevent the toxicity by adjusting the individual doses for each patient. In this manner,
negative consequences, such as therapeutic failure, adverse effects, and the generation of new

bacterial resistance, are avoided.

Under this scenario, it is of vital importance for the medical community to be able to count
on analytical laboratories that have bioanalytical methods that are easy to implement and access,
but of adequate analytical quality, to carry out the determination of drugs in biological samples. In
this way, it would be possible to move forward both in the establishment of appropriate therapeutic
windows of drugs or populations where they have not yet been defined, and so as in the successful

implementation of the TDM.

In this regard, high-performance liquid chromatography (HPLC) using new stationary phases
with highly efficient particle technology, shows excellent selective and reproducible performance
that fits the necessity of cost, simplicity, availability, and ease of accessibility of laboratories of

medium complexity that aim to develop new bioanalytical methods.

On the other hand, the implementation of the principles of analytical quality by design (AQbD)
and the life cycle management are powerful tools that allow the incorporation of the quality concept
from the design of the analytical method itself. Capitalizing on the importance of solid scientific
approaches and the quality assurance of the reported results, AQbD is based on the risks
management applied to the development, control, implementation, and routine use of analytical

methods.

Along the work of this thesis, AQbD and lifecycle management were applied in the
development, validation and continuous monitoring of three chromatographic methods used for the
TDM of tuberculostatic agents, beta-lactam antibiotics and methotrexate. The developed methods
demonstrated to be suitable for the intended purpose, showing performance characteristics in

accordance with international requirements for bioanalytical methods.
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Chapter 1 is advocated for the determination of plasmatic concentrations of ethambutol,
isoniazid, and pyrazinamide in patients with tuberculosis sensitive to first-line drugs. Chapter 2
describes the quantitation of ceftazidime, meropenem and piperacillin in the plasma of
polymedicated patients who are in intensive care unities. In both cases, the utilized AQbD tools
allowed for achieving the sensitivity and selectivity required to generate reliable results,

straightforwardly and affordably.

Chapter 3 depicts the implementation of the bioanalytical method developed in Chapter 2 to
carry out a clinical study of the behavior of the meropenem plasmatic levels in patients under two
different renal replacement therapies, who are admitted to intensive care unit of “J. M. Cullen”
Hospital, Santa Fe City, aiming to validate the adequacy of the meropenem doses that are usually

used.

Last, Chapter 4 presents the retrospective application of the AQbD tools in the upgrade of a
current bioanalytical method that has been utilized since 2010 for the therapeutic monitoring of

methotrexate in patients diagnosed with different oncohaematological pathologies.
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IV. INTRODUCCION

IV.1. Monitoreo terapéutico de drogas

La ciencia farmacéutica ha avanzado enormemente en las Ultimas décadas y la
investigacion en el area de los medicamentos sigue siendo hoy prioritaria en pos de descubrir
tratamientos cada vez mas eficaces y seguros para enfermedades antiguas y nuevas. Hoy se sabe
certeramente que, en el empleo terapéutico, un farmaco debe ser capaz de alcanzar el sitio de
accion deseado en una concentracién adecuada después de administrarse por una via
conveniente para lograr la eficacia necesaria. En general, existe una alta correlacion entre el nivel
en sangre de un farmaco de accion sistémica y la eficacia terapéutica y/o la toxicidad del mismo.
Esto ha llevado a la realizacion de grandes esfuerzos por parte de investigadores del area
farmacoldgica para establecer las ventanas terapéuticas (valores de concentracion adecuados
para el objetivo terapéutico) para muchos de los medicamentos actualmente utilizados [1, 2]. Sin
embargo, a la hora de realizar un tratamiento, alcanzar estos niveles optimos en todos los
pacientes no es tarea sencilla. Son innumerables los factores que influyen en la reaccion de un
sujeto a un farmaco. Algunos de esto factores son, por ejemplo, la edad, los alimentos, el empleo
concomitante de otros productos farmacéuticos u otras sustancias quimicas (interacciones
medicamentosas), la administracion previa del mismo farmaco u otros semejantes (tolerancia), la
enfermedad de o6rganos involucrados en la eliminacion del medicamento y diversos factores
genéticos que influyen en la cinética de absorcion, metabolizacion, excrecion y toxicidad de los
medicamentos (farmacogenética). Esta realidad conocida como variabilidad biologica en la
respuesta a un farmaco, impide predecir la concentracién que alcanzara un medicamento en los
fluidos bioldgicos luego de ser administrado a un determinado paciente [3-5]. Esta demostrado
que, frente a un mismo protocolo de tratamiento, diferentes pacientes alcanzaran diferentes niveles
del farmaco o mantendran esos niveles por mayor o menor tiempo (variabilidad bioldgica
interindividual). Pero, ademas, las diferentes condiciones fisiopatologicas que puede atravesar un
mismo individuo, haran que se altere su propia relacién con el farmaco en distintos momentos del
tratamiento (variabilidad bioldgica intraindividual). Para cierto tipo de farmacos, con ventanas
terapéuticas estrechas, se presenta entonces la necesidad de realizar durante el tratamiento una
determinacion analitica de la concentracion del farmaco en sangre, o en otro fluido bioldgico, para
poder realizar una individualizacion del tratamiento, de manera que el mismo resulte seguro y
eficaz para el paciente en particular.

La medicion e interpretacion del resultado de la concentracion de drogas terapéuticas en

los fluidos corporales, se denomina monitoreo terapéutico de drogas (MTD). También denominada

21



Yamile Caro - LCCM - FBCB - UNL
INTRODUCCION

en algunos paises de habla hispana como monitorizacion terapéutica de drogas, esta practica
resulta entonces, de gran valor para el control de algunos tratamientos farmacolégicos. Mediante
la combinaciéon del conocimiento sobre el producto farmacéutico y de la farmacocinética-
farmacodinamia del mismo, el MTD permite maximizar la eficacia de la droga, evitar la toxicidad,
identificar razones potenciales de fallas terapéuticas y facilitar el ajuste individual de dosis en una

variedad de entornos clinicos [6-8].

IV.1.1.Conceptos de farmacocinética y farmacodinamia

Para comprender y aplicar MTD para un farmaco particular, es importante conocer los
parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos del mismo y cdémo estos pardmetros se
relacionan entre si [9, 10].

La farmacocinética se ocupa de entender los cambios de la concentracién de los farmacos
en el organismo en funcion de la dosis y del tiempo transcurrido desde la administracion de un
producto farmacéutico. Basicamente, estudia los procesos que determinan la liberacién,
absorcién, distribucion, metabolismo y excrecién del farmaco, los cuales se denominan en su
conjunto con las siglas LADME (Fig. IV.1). Estos procesos condicionan la concentracion alcanzada

en la circulacion y su variacion a lo largo del tiempo [1, 11].

L B
Ligeracion
A

D
M ELIIVIINACIOI\VA

./r}\ DistriBucion
LV

o ETABOLIZACION

L

ABsorcio

Figura IV.1: Procesos LADME: liberacion, absorcion, distribucion, metabolizacién y eliminacion de un farmaco.

Por otro lado, la farmacodinamia se encarga de comprender los efectos bioquimicos y
fisiolégicos de los farmacos y sus mecanismos de accién. Analiza entonces la relacién entre la
concentracion del farmaco en el compartimiento de accion y el efecto bioldgico producido. Se sabe
que, cuando el farmaco llega al sitio donde ejerce su accién, interactla con receptores celulares y

moleculares especificos y genera una asi una respuesta farmacolégica. Es asi, que se asume que
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existe una relacion directa entre la cantidad del farmaco presente en el sitio de accién y la magnitud
de su efecto farmacoldgico, por lo que se puede inferir que hay una concordancia entre las
concentraciones del farmaco en el plasma y la magnitud el efecto farmacoldgico. En la mayoria de
los casos, ademas, el efecto farmacologico fluctuaréd segin la evolucién temporal de las
concentraciones plasmaticas que se producen por los procesos LADME [1].

En la practica, se suele utilizar entonces el curso temporal de las concentraciones
plasmaticas de los farmacos para predecir su efecto. Se obtiene asi una curva que describe las
variaciones sufridas por la concentracién del farmaco en el plasma desde su administracion hasta
su desaparicion del organismo (Fig. IV.2). A partir de esta relacion, se desprenden varios

conceptos fundamentales, denominados pardmetros farmacocinéticos [1, 11].

Ventana
L terapéutica

Concentracion plasmatica del farmaco

- ke e o --CIM
1
- -f--mmmmn B T b CME —
1
1
1
1
: Cmin o valle
¥
tmax Tiempo (horas)

Figura IV.2: Evolucion de la concentracién plasmatica del farmaco en funcion del tiempo. Concentracion maxima
alcanzada de un farmaco luego de la dosificacion (Cmax), concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion minima
o en valle (Cmin ovalie), concentracion minima toxica (CMT), concentracion minima eficaz (CME), tiempo maximo (tmax)
y tiempo de vida media (t112).

En primer lugar, se puede definir el tmax, que es el tiempo que transcurre desde que se
administra un farmaco a un individuo hasta que llega a la Cmax, €s decir, la concentracién maxima
alcanzada en plasma después de la dosificacién. Estos parametros dependen de varios factores,
tales como la via de administracion, la absorcion, la biodisponibilidad, el volumen de distribucidn y
el aclaramiento. Por el contrario, la concentracion minima (Cmin), también conocida como
concentracion valle, representa el nivel minimo de concentracion que se alcanza al finalizar un
intervalo de dosificacion. Este parametro se ve afectado, sobre todo, por los mecanismos de
metabolizacion y distribucion, entre otros. Por ultimo, el tiempo de vida media o semivida (t1,2) de

un farmaco es el tiempo que tarda en eliminarse el 50% de la cantidad del farmaco en el plasma.
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Este parametro resulta Util para determinar los intervalos de dosificacion necesarios para mantener
la concentracidn plasmatica del farmaco en el rango terapéutico.

Otros pardmetros relacionados con el efecto del farmaco (en relacion a la concentracion
plasmatica) son la concentracién minima eficaz (CME), que hace referencia a la concentracion por
encima de la cual suele observarse el efecto farmacoldgico y la concentracién minima toxica
(CMT), que es aquella a partir de la cual comienzan aparecer los efectos toxicos o adversos del
farmaco. Estos pardmetros pueden determinarse de diversas maneras mediante estudios de
toxicidad in vitro, pero también en estudios in-vivo en animales e incluso en humanos durante las
diferentes fases de los estudios clinicos en el desarrollo de nuevas drogas. Elintervalo entre estos
parametros CMT y CMT (ventana terapéutica) es aquel que optimiza la eficacia del medicamento

y minimiza los efectos toxicos o adversos.

Para brindar informacion farmacoldgica certera, estos parametros se deben determinar en
sistemas en estado de equilibrio o estado estacionario. Este estado se logra cuando la cantidad
de farmaco que se elimina es igual a la cantidad de farmaco que se administra por unidad de
tiempo. La relacion entre estos conceptos es que el estado estacionario se alcanza cuando la
concentracion en valle se mantiene constante después de varias dosis del farmaco (Fig. IV.3) [1,
1].

Chmin o valle

Concentracion plasmatica farmaco (ug/mL)

Tiempo (horas)

Figura IV.3: Curva de concentracién plasmatica de un farmaco vs. tiempo. En el estado estacionario tanto la Crmax
como la Cmin S& mantienen constante luego de varias administraciones de una dosis de farmaco.

En el caso de los antibidticos, cuyo target de accién es un microorganismo invasor, un
parametro importante a tener en cuenta en el tratamiento farmacolégico es la concentracién

inhibitoria minima (CIM). La CIM surge de los estudios de susceptibilidad de los microorganismos
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a los antibioticos que se realizan mediante técnicas de antibiograma, cuyo objetivo es evaluar la
respuesta de un microorganismo a la exposicién a un antibiético. De este modo, el antibiograma
define la actividad in vitro de un antibiotico frente a un microorganismo concreto y su resultado se
utiliza como factor predictor de su eficacia clinica. Existen diferentes métodos para realizar el
antibiograma, y en funcion del método usado los resultados de sensibilidad se expresaran como
diametro de halo (en mm) o como CIM (en pg/mL).

En la antibiéticoterapia los indice pK/pD (del inglés, pharmacokinetics/pharmacodinamics)
son parametros que relaciona propiedades farmacocinéticas de un farmaco con sus propiedades
farmacodinamicas. Estos indices son predictores de la eficacia de un tratamiento con un antibiético
determinado y estan relacionados con la CIM para un microorganismo particular [12].

De esta manera, los indices pK/pD (Fig. IV.4) mas utilizados son:

o Cmax/CIM: es la relacion entre la méaxima concentracion alcanzada por el antibiético y la CIM
para el patdgeno. Se considera un parametro predictivo de eficacia para los antibiéticos que actiian
de forma dependiente de la concentracion y se busca que Cmax sea mayor a la CIM.

e %t> CIM: es % del tiempo entre una administracién de dosis y la siguiente, durante el cual
la concentracion del antibiotico en el plasma es superior a la CIM para el patégeno. Se considera
un parametro predictivo de eficacia para los antibiéticos que actuan de forma dependiente del
tiempo y se busca que alcance un determinado % del tiempo interdosis.

o ABCI/CIM: es la relacion entre el area bajo la curva (ABC) de concentracion plasmatica
versus tiempo (generalmente 24 horas) y la CIM para el patégeno. Se considera un parametro
predictivo de eficacia para los antibioticos que actian tanto como concentracién dependientes
como para aquellos con propiedades intermedias entre tiempo y concentracidn-dependientes.

Dependiendo del antibiético, en general se busca que el ABC sea mayor a 100 o 125.
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Figura IV.4; Evolucion de la concentracion plasmética del antibiético en funcién del tiempo y parametros pK/pD
asociados. Concentracion minima efectiva (CMT), concentracién maxima esperada luego de la dosificacion del
farmaco (Cmax), concentracion inhibitoria minima (CIM), area bajo la curva (ABC), porcentaje de tiempo de exposicion
del farmaco (% T exposicion), concentracion minima o en valle (Crmin o vale), tiempo maximo (tmax) y tiempo de vida
media (t12).

IV.1.2. Farmacoterapias que requieren MTD

Los farmacos que habitualmente requieren de monitorizacion durante el tratamiento
incluyen citostaticos, antiepilépticos, inmunosupresores, antiarritmicos, psicofarmacos, antivirales
y antibioticos [13-16].

Dentro de ellos, los antibioticos constituyen una problematica muy particular debido a la
gran cantidad de resistencias microbianas que se estan registrando en los ultimos tiempos,
generadas por el uso de dosis subterapéuticas de los mismos. Asi es que, uno de los mayores
desafios para los infectologos hoy en dia es el tratamiento de infecciones invasivas por
Staphilococcus aureus meticilin resistentes (SAMR), el patégeno multirresistente mas prevalente
en el mundo [17].

Incluso se registran actualmente cada vez mas microorganismos como Helicobacter pylori,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella spp con
resistencias a antibiéticos potentes tales como los carbapenem, la vancomicina, las cefalosporinas
y las fluoroquinolonas, lo que genera un serio problema de salud publica. Terapias mas agresivas,
con nuevos farmacos o multidrogas, con un estricto MTD, son necesarias en estos casos [18-21].

El tratamiento de la tuberculosis con drogas como rifampicina, isoniazida, pirazinamida y
etambutol, tanto como monoterapias o en forma combinada es otra area de gran atencion en la

actualidad en virtud del enorme problema de salud publica que constituye esta infeccion a nivel
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mundial. Fallas terapéuticas y resistencia microbiana a estos farmacos se han detectado en los
ultimos afos debido a una falta de control sobre los tratamientos utilizados [22-24].

Un estudio reciente de MTD para isoniazida y rifampicina ha demostrado que los niveles
terapéuticos de este tipo de antibiéticos aun no se han establecido adecuadamente, y que muchas
veces los niveles plasmaticos alcanzados se encuentran por debajo o por encima de los valores
recomendados por los protocolos actuales de tratamiento [29)].

Por otro lado, las terapias oncologicas o quimioterapias estan asociadas a la administracion
de farmacos citostaticos. Este tipo de farmacos reunen varios de los criterios preestablecidos para
aplicar MTD, tales como una elevada variabilidad farmacocinética inter e intra paciente, una
relacion definida entre la concentracion en fluidos bioldgicos y el efecto farmacolégico, y una
ventana terapéutica estrecha. Tanto la toxicidad como la falta de eficacia terapéutica pueden
atribuirse a las caracteristicas inherentes del paciente o del tumor, pero también pueden atribuirse
a una dosificacion excesiva o insuficiente inadvertida. Por lo tanto, la administracion de una dosis
cuidadosamente ajustada para el paciente individual es un factor importante para aumentar la
probabilidad de éxito del tratamiento [26, 27].

IV.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucion

La implementacion de MTD requiere contar con métodos analiticos adecuados que permitan
determinar con exactitud las concentraciones plasmaticas de farmacos de interés en matrices
complejas, tales como lo son las matrices biologicas. Para atender a este requerimiento, la
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) acoplada a diferentes tipos de detectores presenta
un desempefio altamente eficiente respecto de otras técnicas analiticas debido a su alta
sensibilidad, selectividad y reproducibilidad.

Ultimamente se han reportado en la literatura cientifica, varios métodos analiticos de alta
complejidad que utilizan CLAR acoplada a detector de masas 0 masa/masa (CLAR-MS, CLAR-
MS/MS) para la determinacion de farmacos en fluidos biologicos o tejidos [28-32]. Si bien esta
tecnologia es de referencia y es altamente deseable en estudios de fase clinica por su elevada
sensibilidad, no siempre se adapta a las necesidades de costo, simplicidad, disponibilidad y facil
acceso que requiere un MTD.

La cromatografia liquida con detector ultravioleta (CLAR-UV) se presenta, en cambio, como
una excelente opcion para un laboratorio clinico de mediana complejidad debido a su menor costo
y mas sencilla implementacion. Teniendo como objetivo la transferencia al sistema sanitario local

de los desarrollos logrados, en este trabajo de tesis se utilizd entonces esta técnica analitica.
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IV.2.1. Conceptos fundamentales

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos fisicos y
quimicos de separacion, es que, en esta, se ponen en contacto dos fases mutuamente inmiscibles,
una fase estacionaria y otra movil. La muestra se introduce en la fase mévil y es transportada a lo
largo de la columna que contiene distribuida una fase estacionaria. Las especies quimicas de la
muestra experimentan interacciones repetidas entre ambas fases, repartiéndose entre las fases
inmiscibles a lo largo de la corrida cromatografica. El reparto entre las fases aprovecha las
diferencias entre las propiedades fisicas y/o quimicas de los componentes de la muestra y las
fases (movil y estacionaria) involucradas. De esta manera, los analitos con mayor afinidad por la
fase estacionaria seran mas retenidos en la columna.

Cuando ambas fases se escogen en forma apropiada los componentes de la muestra se
separan gradualmente en bandas en la fase movil y al final del proceso eluyen en orden creciente
de interaccién con la fase estacionaria. Como resultado de este proceso de particion los analitos
que tuvieron mayor afinidad con la fase estacionaria reportaran mayores tiempos de retencion (tr).

La columna de separacién puede considerarse entonces como uno de los elementos
principales del sistema cromatografico, proporcionando versatilidad en los tipos de anélisis que

pueden realizarse en funcién de la composicion y tipo de empaque de la fase estacionaria [33].

IV.2.2. Fases estacionarias

Los desarrollos en el area de la tecnologia de fases estacionarias para cromatografia
avanzan muy rapidamente en la actualidad y es asi que existe hoy en dia una amplia y novedosa
variedad de particulas para CLAR en el mercado. Actualmente las columnas son exclusivamente
del tipo empacadas, siendo la silice el material de relleno mas investigado y utilizado como soporte.
La silice se usa sola, sin modificar, 0 modificada con una amplia variedad de moléculas que le
otorgan a la fase estacionaria diversas selectividades. El empaque de la silice puede hacerse en
forma monolitica o utilizando particulas de diferentes caracteristicas. Las particulas se
manufacturan mayormente en forma de micro-esferas porosas y no porosas, siendo las de
naturaleza porosa las mas ampliamente utilizadas. El tamafio y la forma de las particulas, el
tamanio del poro, el tipo de union de la fase estacionaria a la particula, la densidad de carga, la
presencia de silanoles residuales, asi como la calidad del empacado de la silice, pueden afectar
significativamente la performance de la columna. Es por esto que numerosas empresas compiten
en el mercado ofreciendo una amplisima variedad de novedosas fases estacionarias, las cuales a

su vez estan empacadas en diversos tamafios de columnas, posibilitando la resolucion de
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problemas analiticos en los que se necesitan separar compuestos de muy diversas propiedades
fisicoquimicas.

Tradicionalmente las particulas de CLAR tienen un tamafio de 5 um de diametro, sin
embargo, en las Ultimas décadas comenzaron a utilizarse particulas con didametros mas pequefios
para mejorar la eficiencia en la separacion. Dentro de ellas, las columnas con particulas “sub-2
MM’ son las que mas aparecen en la literatura. De altisima eficiencia y velocidades de separacion,
la principal desventaja que presentan es que generan altas presiones que superan los limites
aceptables para los instrumentos convencionales [34]. Es asi que, en los ultimos afios, y como
una propuesta intermedia, se han desarrollado columnas compuestas por micro-esferas solidas,
generalmente de silice, cubiertas con una capa de fase estacionaria modificada porosa. Estas
particulas fueron llamadas “core-shell” (ncleo sélido y cubierta porosa superficialmente). Ademas
de no generar problemas de altas presiones, proveen una mayor superficie de contacto con el
analito, permitiendo asi separaciones altamente eficientes [35, 36].

En cuanto a la composicion de la fase estacionaria, sin dudas las méas utilizadas en la
determinacion de farmacos son las de cadenas hidrocarbonadas unidas a silice, tales como el
octilsilano (C8) y el octadecilsilano (C18). Utilizadas en innumerables métodos de las farmacopeas
para el control de calidad de materias primas y productos farmacéuticos, son también de gran
utilidad para la determinacién de farmacos en muestras biologicas. Estas fases estacionarias,
pertenecientes al grupo de las llamadas fases reversas, separan los analitos principalmente por la
fuerza de las interacciones hidrofobicas con las estructuras no polares de las moléculas.

Sin embargo, cuando se deben separar compuestos de muy diferentes propiedades
quimicas y que se encuentran en una matriz compleja tal como es una matriz biologica, a veces
es necesario recurrir a fases estacionarias que ofrezcan mas de un mecanismo de interaccion con
los analitos. Es aqui donde nuevas fases estacionarias funcionalizadas con diferentes grupos
polares tales como dioles, fenilos, cianuros, amidas o zwiteribnes, proporcionan mecanismos
adicionales de separacion basados en interacciones hidrofilicas, ionicas y puentes de hidrégeno,
ofreciendo una muy amplia y valiosa alternativa para el desarrollo de métodos analiticos de alta

eficiencia.

IV.2.3. Preparacion de muestras bioldgicas

Un etapa critica en el desarrollo de métodos bioanaliticos (se llama asi a los métodos
destinados a determinar farmacos en muestras biolégicas), es la preparacion de las muestras, ya
que la misma influye en la exactitud, la sensibilidad, la reproducibilidad y en los deméas parametros

de rendimiento del método, y por lo tanto en la calidad de los resultados emitidos.
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Las muestras bioldgicas son, en general, muy complejas debido al contenido de proteinas,
lipidos, sales, acidos, bases y numerosos compuestos organicos con propiedades quimicas
similares a los analitos (farmacos que se deben cuantificar). Ademas, habitualmente los analitos
estan en bajas o muy bajas concentraciones. Por lo tanto, la preparacion previa de la muestra es
necesaria para extraer los analitos separandolos, en lo posible de componentes mayoritarios sin
diluir significativamente su concentracion, con el fin de favorecer la sensibilidad y selectividad
instrumental. Particularmente para el analisis de farmacos en plasma (matriz biologica utilizada en
la presente tesis) se aplican usualmente diversos procedimientos de preparacion de muestras,
incluyendo precipitacion de proteinas (PP), la extraccion liquido-liquido (ELL), la extraccion en fase
solida SPE (por sus siglas en inglés, solid phase extraction) y la microextraccion en fase solida
SPME (por sus siglas en inglés, solid phase microextraction), entre otras. Cada una de estas
técnicas se puede aplicar sola 0 en combinacion con otras [37].

A continuacion, se describen los procedimientos aplicados para la preparacion de muestra
llevadas a cabo en la presente tesis.

 Precipitacion de proteinas

En el analisis de farmacos en plasma por CLAR se deben eliminar las proteinas plasmaticas
antes de un proceso de extraccion adecuado debido a que, en contacto con la fase mévil las
mismas precipitan y pueden producir taponamientos tanto en los capilares del cromatégrafo como
en la columna.

Generalmente, en la desproteinizacion de las muestras biolégicas se utilizan solventes
organicos miscibles en agua, acidos organicos y sales iénicas [38].

Los solventes organicos como el metanol, acetona, acetonitrilo y etanol han sido
ampliamente utilizados en bioanalisis debido a su compatibilidad con las fases maviles utilizadas
en CLAR. Estos solventes actlian disminuyendo la solubilidad de las proteinas y tienen una
efectividad inversamente proporcional a su polaridad. Por otro lado, las proteinas que estan en su
forma catidnica a pH bajos forman sales insolubles con los &cidos. Para la desproteinizacion en
medio acido, soluciones de 5-20 % de los mismos generalmente son suficientes y los mejores
resultados pueden obtenerse utilizando los reactivos frios. Acidos tales como el tricloroacético
(TCA) y el perclérico (AP) son muy eficientes para este fin [38].

Los procedimientos de desnaturalizacion de las proteinas también incluyen el efecto salino,
pues la mayoria de las proteinas son menos solubles a concentraciones elevadas de sal. La
concentracion de sal a la cual una proteina precipita difiere de una proteina a la otra, siendo la

mas utilizada el sulfato de amonio.
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o Extraccion liquido-liquido

Esta técnica, basada en el reparto de un compuesto entre dos liquidos inmiscibles en
funcion de su coeficiente de distribucion, resulta también de gran interés en el pre-tratamiento de
muestras de plasma para las determinaciones bioanaliticas.

Cuando el analito es no polar, el uso de un solvente hidrofobico es util para la extraccion del
mismo, aislandolo de compuestos polares del plasma y en algunos casos se logra también pre-
concentrarlo incluyendo una etapa de evaporacion del solvente.

En el caso de analitos mas polares, la ELL en muestras desproteinizadas con solventes
aporta la ventaja de extraer los lipidos del plasma, dejando una muestra mas limpia y menos
dafina para los componentes del instrumento; a la vez que logra la re-extraccion del solvente

usado para la PP, por lo que se consigue también una pre-concentracion del analito [37].

IV.3. Calidad por diseiio en el desarrollo de métodos analiticos

El desarrollo de un nuevo método analitico por CLAR implica el manejo de muchas
variables, tanto en la etapa pre-analitica, es decir en la preparacion de la muestra, como en la
etapa cromatografica, la cual incluye el establecimiento de la composicion de la fase mévil, el pH,
la velocidad de elucion y la temperatura, entre otras variables. Considerando esta gran cantidad
de factores que influyen en el sistema cromatografico, es habitual que, al desarrollar un método
para el analisis de una muestra compleja, se requiera de la aplicacion de un procedimiento de
optimizacion mediante la aplicacion de disefio experimental para lograr un buen desempefio del
mismo. Es asi que, el concepto de calidad por disefio, QbD (de sus siglas en inglés, Quality by
Design) utilizado desde hace tiempo en la industria farmacéutica para mejorar la robustez de los
procesos de manufactura, se ha extendido al desarrollo de los métodos analiticos con el objetivo
de optimizar su desempefio y confiabilidad [39, 40].

El termino calidad analitica basada en el disefio, AQbD (de sus siglas en inglés, Analytical
Quality by Design) deriva de los principios de QbD y hace referencia a la aplicacion de esos
principios o conceptos en la gestion del ciclo vida de los métodos analiticos permitiendo la
incorporacion de calidad desde el disefio de los mismos. Es decir, resalta la importancia de
enfoques cientificos solidos y de una gestion de calidad de riesgos para el desarrollo, control,
establecimiento y uso de los métodos analiticos[41] .

Definida en un articulo de estimulo por la Farmacopea de los Estados unidos (USP) en el
ano 2013, la AQbD ha comenzado lentamente a implementarse en la industria para los métodos

analiticos utilizados en el control de calidad de materias primas y productos farmacéuticos,
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encontrandose hoy varias publicaciones cientificas que lo demuestran. Sin embargo, en el area de
los métodos bioanaliticos este enfoque practicamente no se ha aplicado hasta el momento.
En la presente tesis se explord la utilidad de aplicar las herramientas de AQbD en el ciclo

de vida de métodos bioanaliticos empleados para el MTD.

IV.3.1. Gestion del ciclo de vida de un método analitico y conceptos de
AQbD

El enfoque analitico de la gestion del ciclo de vida del método establecido por el capitulo
1220 de la USP [42] y alineado con la ICH Q14 [43], es un enfoque holistico que abarca todas las
actividades, desde el desarrollo de métodos hasta la validaciéon, control y el uso rutinario. Enfatiza
la importancia de contar con enfoques cientificos solidos y una gestion de riesgo de calidad para
todas las etapas de la vida de un método.

El ciclo de vida de un método analitico se basa en la definicion y el alcance de un perfil del
objetivo analitico (ATP, del inglés Analytical Target Profile) a través de tres etapas: disefio del
método (etapa 1), calificacion del desempefio del método (etapa 2) y verificacion continua del
desempefio del método (etapa 3) (Fig. IV.5). A partir de la definicion del ATP, todas las etapas
subsecuentes deben tener un sentido congruente y es asi que se logra obtener un concepto de
calidad analitica que va mas alla de la aptitud del método para el uso previsto (definicion clasica

de calidad analitica) [41].
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Figura IV.5: Ciclo de vida del método analitico y elementos claves involucrados. Atributos criticos del método (CMA,
delinglés critical method atributte). Parametros criticos del método (CMP, del inglés critical method parameter), Disefio
y optimizacién de experimentos (DOE). Region del disefio operable del método (MODR, del inglés, method operable
design region).

En las secciones siguientes se describen los elementos claves involucrados en la gestion

del ciclo de vida de un método y sus caracteristicas mas relevantes.

IV.3.1.1. Perfil del objetivo analitico

El ATP es un componente fundamental del enfoque del ciclo de vida, y su definicién es el
primer paso en el marco de la AQbD. Concretamente es una prospectiva del desempefio deseado
de un método analitico, y define la calidad requerida del valor informable. En otras palabras,
proporciona la definicion del alcance del método, especifica los requisitos de calidad del resultado
a informar y define los requisitos para las caracteristicas de desempefio del método que estan
vinculadas a la aplicacion prevista.

Idealmente, la definicion es independiente de la tecnologia a utilizar para el desarrollo del
método; sin embargo, en algunos casos puede ser necesario vincularlo directamente a una técnica
analitica concreta.

Considerando que es necesario establecer los requisitos de calidad del valor que se informa
en concordancia con el uso previsto, generalmente incluye en la definicion del ATP el error analitico
total méximo admisible teniendo en cuenta el nivel aceptable de riesgo a tomar una decision

incorrecta a partir del resultado informado. Se establecen, por lo tanto, requerimientos para el
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sesgo (como medida de la veracidad o error sistematico) y para la variabilidad analitica (como
medida de precision o error aleatorio) o directamente para la evaluacion conjunta de estos
parametros como medida de la exactitud o error total.

En su definicién se pueden incluir también otros aspectos de calidad analitica tales como el
tiempo de ejecucion del analisis, el costo y el impacto ambiental que genera su uso.

Otro aspecto importante a destacar es que el ATP sirve como base para los criterios de
calificacion de desempefio del método (etapa 2) y proporciona una guia que facilita el seguimiento

del rendimiento durante su uso rutinario (etapa 3).

IV.3.1.2. Gestion de riesgos de la calidad

La gestion de riesgos de la calidad (QRM, de sus siglas en inglés, Quality Risk Managenent)
esta involucrada a lo largo de todo el ciclo de vida del método analitico y respalda la justificacion
cientifica para la toma de decisiones. Es un proceso sistematico para la evaluacion, control,
comunicacion y revision del riesgo para la calidad del valor informable a lo largo del ciclo de vida
del método analitico [41, 44].

Los principales objetivos de la aplicacion de QRM son los siguientes:

o Evaluacion de las condiciones analiticas del método y la identificacion de fuentes de sesgo
y variabilidad.

¢ Adquisicion de conocimientos para el disefio de controles apropiados sobre los parametros
del método analitico y atributos de calidad con el objetivo de optimizar el desempefio, minimizar o
incluso eliminar los riesgos que aseguraran que el método cumpla con el ATP y otros requisitos
de desempefio definidos.

o Permitir la gestion continua del conocimiento y la mejora de la calidad al garantizar que el
procedimiento es apto para su uso a lo largo de su ciclo de vida incrementando la confianza en la

toma de decisiones en base al resultado informable.

Para lograr los propdsitos del proceso de QRM se puede aplicar una variedad de
herramientas, ya sea solas 0 en combinacion. También es posible aplicarlas mas de una vez
durante el ciclo de vida del método.

La gestion de riesgos de la calidad incluye los siguientes pasos [41, 45):

o |dentificacion del riesgo: Consiste en identificar sisteméaticamente todas las variables
asociadas al procedimiento analitico que pueden tener influencia en los atributos criticos del
método (CMA, del inglés critical method atributte) (ver seccion IV.3.1.3.1). Esta etapa debe incluir

todos los aspectos del procedimiento analitico completo, es decir, muestreo, reactivos, preparacion
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de la muestra y estandares de referencia, instalaciones y condiciones de operacién del equipo,
estrategia de calibracion y replicacion, y calculos de los resultados informables, entre otros. Se
puede utilizar un mapa del procedimiento preliminar para ordenar las variables identificadas en
una lista, una tabla o un diagrama de Ishikawa (también conocido como diagrama de espina de
pescado). Para sistemas complejos, puede resultar util dividir el proceso en pasos.

¢ Analisis de riesgos: en base a los conocimientos previos y a una evaluacion preliminar del
del procedimiento, se pueden tomar decisiones sobre cuéles de las variables identificadas
previamente representan o no un riesgo real. Por lo tanto, este paso del proceso tiene como
objetivo seleccionar, de las muchas variables identificadas, aquellas cuyo impacto en los CMAs
debera evaluarse experimentalmente para poder conocer su efecto real. Este proceso se puede
realizar de manera cualitativa o cuantitativa utilizando una variedad de herramientas de analisis de
riesgos, como el método CNX (Control, Ruido, eXperimental); mapas de riesgo o de calor (del
inglés, Heat-map); analisis de modos y efectos de fallas (FMEA, del inglés, Failure Mode and Effect
Analysis); analisis modal de falla, efectos y criticidad (FMECA, del inglés Failure Modes, Effects
and Criticality Analysis); y anélisis de arbol de fallas (FTA, del inglés, fault tree analysis), entre
otros.

o Evaluacion de riesgos: esta es una etapa experimental que permite clasificar las variables
en funcién de la magnitud de sus efectos sobre los CMAs. Esta nueva clasificacion se puede
conseguir mediante la metodologia de superficie de respuesta, aplicando disefios de experimentos
como se detalla en la seccion IV.3.1.4. En esta etapa se genera conocimiento que permite
determinar cuales de las variables del procedimiento experimental impactan mayormente sobre el
ATP. De esta manera, las variables que ponen en riesgo el alcance del ATP se definen como
parametros criticos del método (CMP, del inglés critical method parameter) (ver seccion 1V.3.1.3.2)

e Controly revision de riesgos: esta etapa implica la toma de decisiones para reducir o para
aceptar un determinado nivel de riesgo conocido. La reduccion del riesgo puede incluir acciones
para reducir la gravedad y la probabilidad y/o mejorar la detectabilidad del mismo. Por otro lado,
implica encontrar los niveles mas convenientes de las variables del método para alcanzar los
requerimientos establecidos para los CMAs y establecer los controles apropiados para garantizar
que esto cumpla con el uso rutinario del método.

El proceso QRM es secuencial e iterativo; por lo tanto, si no es posible un control adecuado
de los CMPs bajo ciertas condiciones propuestas, es posible que sea necesario redisefiar el
procedimiento analitico o implementar cambios adecuados. Si el riesgo no se puede eliminar por
completo, existe un cierto grado de riesgo residual que debe ser aceptado. La estrategia de control

del método tiene como objetivo reducir y mantener el riesgo residual en niveles aceptables,
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mientras que la revisién periddica del riesgo debe ser parte del proceso de monitoreo de

procedimientos de rutina [45].

IV.3.1.3. Etapa 1: Disefio del método

Elinicio de esta etapa incluye, como primer paso, la seleccion de la tecnologia a utilizar. Se
puede seleccionar cualquier técnica analitica que sea capaz de cumplir los criterios del ATP.
Generalmente, proporciona una gran ayuda contar con conocimientos previos pertinentes sobre la
técnica seleccionada, como asi también sobre las propiedades fisicas y quimicas de los analitos,
la informacion procedente de bibliografia cientifica y cualquier método existente para el analisis
del mismo tipo de analitos.

Una vez seleccionada la tecnologia y recopilada toda la informacién pertinente es necesario
enfocarse en la adquisicion y comprension sobre como los parametros o variables del método
afectan o impactan sobre los atributos de calidad establecidos en el ATP. Como se mencion6
anteriormente, este objetivo se logra mediante la generacion de informacién experimental que
permita obtener modelos matematicos predictivos para la identificacién de condiciones analiticas
dptimas. Para concretar este objetivo se utilizan dos tipos de enfoques [41]:

¢ Enfoque minimo (también conocido como enfoque tradicional) [43]: normalmente incluye el
desarrollo de métodos utilizando el enfoque de un factor a la vez (OFAT, del inglés, one-factor-a-
at-time) (experimentos univariado), donde las caracteristicas de rendimiento del método se
evaluan en funcién del estudio de los parametros modificados uno a la vez. Esta estrategia aporta
una probabilidad reducida de disefiar controles apropiados para garantizar la idoneidad para su
uso y optimizar el desempefio del procedimiento.

o Enfoque mejorado: Enfoque sistematico y multivariado para evaluar el impacto de los
parametros del procedimiento en el desempefio donde multiples factores generalmente varian
simultaneamente con el objetivo de evaluar los efectos principales y de la interaccion de los
factores, amplificando la extensién del conocimiento adquirido y la probabilidad de identificar
riesgos y fuentes de variabilidad. Este enfoque enfatiza la importancia del QRM y el
establecimiento de un plan de gestion de cambios en el ciclo de vida, lo que permite una gestion
mas integral de riesgos y conocimientos, facilitando el establecimiento de condiciones optimizadas

y sélidas y estrategias de control analitico adecuadas.

1V.3.1.3.1.  Atributos criticos del método

Concretamente, los CMAs son variables de salida del proceso analitico (respuestas) que

reflejan la calidad del método y estan relacionados con la selectividad, precisién, sensibilidad y

36



Yamile Caro - LCCM - FBCB - U[\IL
INTRODUCCION

veracidad (recuperacion y/o sesgo) del método. Por ejemplo, en los métodos cromatograficos, los
requisitos de sensibilidad se pueden traducir a la magnitud de los parametros relacionados con la
sefial analitica, como la altura, el area o la relacién sefial-ruido de los picos del analito. Las
demandas de selectividad pueden monitorearse a través de variables que evallan la separacion
adecuada entre picos adyacentes, como las resoluciones (Rs) o el factor de separacion (a),
mientras que el factor de cola (T), el factor de retencion (k) y el numero de placas teoricas (N) se
pueden evaluar para garantizar una buena forma de pico, lo que esta relacionado con la precision
y la selectividad. Finalmente, el tiempo de ejecucion se puede adoptar como un CMA que se
correlaciona con las propiedades analiticas relacionadas con la productividad. Una vez que se
seleccionan los CMAs, se deben establecer valores objetivo o rangos aceptables para que los
CMAs respalden las siguientes actividades de desarrollo del método y definan la estrategia de
control [43].

1V.3.1.3.2. Parametros criticos del método

Los CMPs son variables de entrada (factores) del método cuya variabilidad tiene un impacto
directo y significativo sobre los CMAs y conviven con otros factores de menor impacto. Es asi que
luego de un analisis de riesgos, los factores de un método se pueden clasificar en "criticos" y "no
criticos" y a su vez pueden ser [42, 45]:

e Factores relacionados con la preparacion de la muestra, como, por ejemplo, reactivos,
disolventes, etc.

e Factores del método analitico como, por ejemplo, configuracién de los equipos e
instrumentos.

o Factores ambientales como, por ejemplo, la luz, la humedad o la temperatura.

Ademas, los factores pueden ser clasificados como “controlables” o “no controlables” sin
perder de vista que todos ellos pueden afectar la calidad del resultado analitico.

El conocimiento tedrico y experimental del sistema permite obtener modelos que describen

el proceso en el que las respuestas (y) dependen de los niveles de los factores (x) (Fig. IV.6) [41].

Factores Controlables

bl

CMPs (x) (criticos ) CMAs (y)
Factores no criticos

~ey o

I

Factores No Controlables

Figura IV.6: Tipos de factores (x) y su relacion con las respuestas (y).
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IV.3.1.3.3. Region del disefio de operabilidad de método,

espacio de control y punto 6ptimo de trabajo

Con el objetivo de proporcionar un alto grado de comprension sobre las fuentes de
variabilidad que afectan la veracidad y la precision es requisito evaluar la robustez del método. La
robustez refiere a una medida de la capacidad para cumplir con los requisitos de desempefio
esperados durante el uso normal y generalmente se evalia mediante variaciones deliberadas de
los pardmetros del método analitico [42, 43]. Para establecerla es necesario definir la region del
disefio operable del método (MODR, del inglés, method operable design region) el cual se define
como una combinacién multidimensional de los parametros de método donde se ha demostrado
que todas las combinaciones e interacciones de factores estudiados proporcionan un rendimiento
medio y una solidez aceptables. En otras palabras, cualquier combinacién de los CMPs dentro del
MODR garantiza que se cumpla el ATPy, por lo tanto, proporciona garantia de la calidad del valor
medido (Fig. IV.7) [46].

Entorno experimental
(espacio de conocimiento)

Entorno experimental
(espacio de conocimiento)

41,65

10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
CMP 1
Figura IV.7: Representacion grafica del entorno experimental delimitado por los niveles evaluados para cada CMP.
La region de desempefio no aceptable se muestra en color naranja. En verde se observa la regidn que representa el

MODR y en amarillo su intervalo de incertidumbre. Los posibles espacios de control se representan entre lineas
discontinuas. El punto rojo sefiala el OWP.
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Como se muestra en la Figura IV.7 el MODR se establece dentro de un entorno
experimental, comunmente llamado espacio de conocimiento, es decir el espacio en el que se
conoce como se comportan los CMAs cuando se combinan diferentes valores de los CMPs. Dentro
de ese entorno experimental se puede identificar “region de desempefio no aceptable” en donde
los CMAs no cumpliran con las especificaciones establecidas. La regién en la que los CMAs se
encuentran dentro de las especificaciones es lo que se establece como MODR. Los limites de
incertidumbre del MODR pueden representarse como intervalos de confianza, de prediccion o de
tolerancia predefinidos y proporcionan una evaluacién de la robustez del método teniendo en
cuenta la variabilidad analitica, dada a su vez tanto por la variabilidad de los CMPs como de los
CMAs. Otra forma de establecer el MODR es mediante la utilizacién de modelado bayesiano o
simulaciones de Montecarlo que evalten la propagacion de la varibilidad a un determinado nivel
de confianza y de riesgo [46].

En la Figura IV.7, se observan, ademas, diferentes rectangulos en lineas discontinuas que
representan posibles espacios de control (ECs). Estos ECs son entornos experimentales
simétricos definidos dentro del MODR en los que se conformara la estrategia de control del
método. La validacién del EC seleccionado puede realizarse también de manera estadistica
mediante simulaciones de Monte Carlo o experimentalmente utilizando disefios experimentales
adecuados.

Finalmente, el punto de color rojo mostrado en la figura dentro del EC, es denominado punto
dptimo de trabajo (OWP, de sus siglas en inglés, optimal working point) siendo una combinacién
operativa de los CMPs seleccionada para llevar a cabo la etapa 2 del ciclo de vida del método y el
uso de rutina del mismo. Este punto puede elegirse en funcion de la conveniencia operativa o de

criterios estadisticos, siempre que se encuentre en una zona robusta dentro del EC [45, 46].

IV.3.1.3.4.  Estrategia de control

La Ultima actividad de la etapa 1 consiste en la definicidn de la estrategia de control, la cual
garantiza el desempefio del método analitico y la calidad del resultado medido en el uso rutinario
[42, 43]. Consiste en un conjunto de controles necesarios para garantizar que el procedimiento
analitico funcione como se espera y desempefia un papel clave para garantizar que se cumpla el
ATP durante todo el ciclo de vida. Incluye parametros del procedimiento analitico que necesitan
control y la prueba de idoneidad del sistema (SST, del inglés system suitability test) que forman
parte de la descripcion del procedimiento analitico. La comprension de las principales fuentes de

variabilidad dentro de un procedimiento analitico se puede utilizar, ademas, para desarrollar una
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estrategia de replicacion [47] donde los factores del procedimiento que contribuyen a una gran

parte de la variacion general se pueden replicar para mejorar la precision[48].

IV.3.1.4. Disefo y optimizacion de experimentos

En el marco del AQbD, el disefio y optimizacién de experimentos (DOE), tiene como
objetivos principales la identificacién de los CMPs, la evaluacion de la magnitud de sus efectos
sobre los CMAs y la seleccion de las condiciones operativas optimas, es decir, la definicion del
MODR. Su utilizacion, por lo tanto, es fundamental la durante la etapa 1 del ciclo de vida de un
método analitico.

El DOE, una herramienta muy conocida en el ambito de las ciencias experimentales, se
podria definir como la aplicacion del método cientifico para generar conocimiento acerca de un
sistema o proceso por medio de pruebas planteadas adecuadamente. Esta metodologia se ha ido
consolidando como un conjunto de técnicas estadisticas y de ingenieria, que permiten entender
mejor situaciones complejas de relacién causa-efecto [49]. Asi, mediante la elaboracion de
modelos matematicos, el disefio experimental logra extraer la maxima cantidad de informacién de
los datos con un minimo nimero de pruebas experimentales [50] .

Brevemente, para aplicar correctamente DOE es necesario considerar las siguientes etapas
[51-55]:

1. Formular correctamente el problema, definiendo el objetivo de los experimentos. Es decir,
establecer claramente y con fundamento que es lo que se quiere optimizar, por ejemplo: la
separacion cromatografica, la sensibilidad del método, el tiempo de anélisis, etc. En base a este
objetivo se elegiran las variables mas convenientes a evaluar, por ejemplo: resolucidn entre picos,
area de pico, tiempo de retencidn, etc. A estas variables (variables dependientes), que seran sujeto
del procedimiento de optimizacion, se las denomina de manera genérica “respuestas” y en el
ambito de la AQbD constituyen los CMAs.

2. |dentificar cuales son los factores (variables independientes) que podrian tener un efecto
sobre el comportamiento de las respuestas a optimizar. Tal como se vio, el nimero de factores a
considerar cuando se trata de optimizar un método cromatografico puede llegar a ser muy grande.
Es necesario aplicar entonces un mecanismo de seleccién de factores que permita establecer
cuales de todos ellos son los que tienen un efecto mas significativo sobre la respuesta. En el
ambito de la AQbD estos factores constituyen los CMPs, ya que son aquellos que ponen en riesgo
la calidad del método analitico.

3. Seleccionar los factores en funcion de los efectos sobre las respuestas. EI mecanismo de

seleccion de factores puede ser basicamente de dos tipos. El primero de ellos es aquel que se
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basa en conocimientos del sistema, ya sea por fundamentacion teérica, experiencias previas o por
informacién recabada en la literatura. Para CLAR se han desarrollado incluso modelos capaces
de predecir los parametros de retencion de compuestos ionizables en funcion del pH, la
composicion de la fase movil y la temperatura [56—60]. La disponibilidad de recursos y el interés
particular del analista puede también ser un pardmetro de seleccion. El segundo mecanismo
consiste en la aplicacién de disefios experimentales de screening también conocidos como
disefios de seleccion de factores. Estos disefios son de primer orden y dentro de ellos, los disefios
Factorial Completo (DFC), Factorial Fraccionado (DFF) y Plackett y Burman (DPB) son muy
utilizados en esta etapa porque son muy econdmicos y eficientes. Estos disefios permiten
determinar cuales son, entre todos los factores potencialmente considerables, aquellos que
influyen mas significativamente en las respuestas calculando el efecto de los mismos. El efecto de
un factor se define como el cambio en la respuesta producida por un cambio en el nivel del factor
y se conoce como efecto principal porque se refiere a los factores de interés fundamentales del
experimento. Dependiendo del disefio empleado se pueden determinar también, en algunos casos,
los efectos de las interacciones entre dos factores. Mediante cualquiera de las dos estrategias se
logra circunscribir el problema al analisis de un numero méas reducido de factores, los mas
significativos, generalmente de dos a cuatro. Los factores que no seran estudiados en la etapa de
optimizacién deben controlarse perfectamente bien y mantenerse siempre en un nivel fijo.

4. Encontrar las condiciones operativas dptimas, las cuales en el ambito de la AQbD se
identifican con el MODR. Para esto en necesario, en primer lugar, definir el rango en que se
estudiara cada factor y el tipo de disefio experimental que se empleara. El rango esta establecido
por los niveles maximos y minimos a ensayar para cada factor y se selecciona en base al
conocimiento previo del sistema, los resultados de los experimentos de seleccion de factores y
fundamentalmente las restricciones de la técnica que se estd empleando. Los rangos
seleccionados definen el dominio experimental. En cuanto al disefio a emplear en esta etapa, el
mismo debe seleccionarse entre los disefios de segundo orden, conocidos también como disefios
de optimizacion, que son aquellos que responden a la Metodologia de la Superficie de Respuesta
(MSR) que se describe en la seccion IV.3.1.5. En segundo lugar, se deben llevar a cabo los
experimentos y obtener los valores de las respuestas. Los experimentos que surgen del disefio
programado se realizan en una secuencia aleatoria de manera de minimizar el efecto de los
factores no controlados. Si el nimero de experimentos a realizar excede la cantidad posible a
realizar durante un mismo dia 0 secuencia de trabajo, los experimentos pueden realizarse en
bloques, es decir grupos de experimentos que mantienen cierta estructura dentro del disefio. Cada

bloque se realiza en una secuencia o dia distinto de trabajo. Cuando se trabaja de esta manera es
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necesario evaluar el efecto del bloqueo al realizar la evaluacién de los modelos. Generalmente es
también recomendable hacer réplicas del punto central y/o de otros puntos del disefio a los fines
de estimar el error o variabilidad de los coeficientes. En esta etapa es sumamente necesario evitar
errores experimentales, ya que los mismos puedan anular la validez de los resultados.

5. Analizar los datos obtenidos, construir y evaluar los modelos. Después de ejecutar los
experimentos y obtener los resultados para las respuestas en estudio, se construye para cada una
de ellas un modelo polinomial. Este modelo debe ser capaz de describir la relacion entre la
respuesta y los factores estudiados. La validez de estos modelos debera comprobarse
estadisticamente como se describe méas adelante.

6. Localizar el 6ptimo para la respuesta y determinar cuales son los valores de los factores
necesarios para alcanzarlo. La localizacion del ptimo para una unica respuesta, en general no es
demasiado complicada y suele lograrse mediante el estudio de las graficas de contorno o las
gréficas tridimensionales de la superficie de respuesta. Sin embargo, cuando se necesita optimizar
mas de una respuesta simultineamente debe utilizarse una estrategia de optimizacion
multirrespuesta como el uso de la Funcién Deseabilidad de Derringer que se describe la seccion
IV.3.1.6.

IV.3.1.5. Metodologia de la superficie de respuesta

Desarrollada por Box y sus colaboradores en la década de 1950, la MSR utiliza una serie
de técnicas matematicas y estadisticas para la construccion de un modelo que responde al ajuste
de una ecuacién polinomial de los datos experimentales [61]. Este modelo debe ser capaz de
describir adecuadamente el comportamiento de dichos datos con el objetivo de realizar
predicciones estadisticas. EI nombre de la metodologia se debe a la perspectiva grafica que se
genera luego del ajuste matematico del modelo. Cuando una o varias respuestas son
dependientes de la influencia de varios factores, esta metodologia resulta sumamente util para
lograr la optimizacion simultanea de los niveles que deben alcanzar estas variables para obtener
un rendimiento optimo del sistema [62] . Esta metodologia supone estudiar cada factor en tres o
mas niveles a los fines de modelar la curvatura del sistema y existen varios tipos de disefios
distintos para llevarlo a cabo. La eleccion de uno u otro disefio dependera basicamente del numero
de factores a optimizar, del entorno experimental y de la eficiencia y complejidad de cada uno de
ellos.

Los disefios empleados para modelar una superficie de respuesta de segundo orden deben

cumplir basicamente con dos requisitos [53]:
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1. Involucrar al menos tres niveles para cada factor (k).

2. Poseer al menos 1+2k+k(k-1)/2 puntos experimentales que es el numero de coeficientes del
modelo que debera construirse.

Ademas de estas condiciones indispensables, las caracteristicas mas buscadas en los

disefos experimentales que se emplean en esta metodologia son [63]:

e Proporcionar un buen ajuste del modelo a los datos.

e Permitir investigar la idoneidad del modelo matematico, incluyendo la falta de ajuste.
Proporcionar una estimacion de error puro.

e Proporcionar una distribucién razonable de puntos de datos, y por lo tanto de informacion,
en toda la region de interés.

¢ No requerir demasiados niveles para cada factor.

Permitir la realizacion de experimentos en bloques.

Ser facil de interpretar y llevar a cabo.

Asegurar la posibilidad de calcular todos los coeficientes requeridos para el modelo.

Ser robusto frente a la presencia de resultados anémalos (outliers) dentro de los datos.

o Tener rotabilidad, es decir la propiedad de predecir las respuestas con una variancia que
sea solo funcién de la distancia del punto experimental al centro del disefio y no de la direccion.

o No requerir un gran numero de experimentos (E).

o Ser eficiente, siendo la eficiencia un parametro del modelo definido por el numero de

coeficientes estimados dividido el numero de experimentos.

En la Figura IV.8 se observa una representacion esquematica de los tres tipos de disefios
clasicos para aplicar la MSR a la optimizacién de métodos cromatograficos [55, 62, 64]:

1. El Disefio Factorial Completo en tres niveles (3-DFC). Consta de tres niveles para cada
factor: nivel inferior (-1), nivel intermedio (0) y nivel superior (+1). Cada nivel de un factor se
combina en los distintos experimentos con todos los niveles de los otros factores. EI nimero de
experimentos esta dado por E=k3, por lo que crece exponencialmente con el nimero de factores.
Sélo es conveniente para un nimero pequefio de factores.

2. El Disefio Central Compuesto (DCC). Es probablemente, el disefio mas utilizado para
ajustar superficies de respuesta de segundo orden. En forma genérica un DCC incluye distintas
clases de puntos dentro del dominio experimental: puntos factoriales (pf), en niveles (-1) o (+1),
puntos axiales o puntos estrella (pe), que tienen todos los factores en el nivel intermedio (0) menos

uno de los factores que se encuentra en un nivel axial (£a) y los puntos centrales (pc), que tienen
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todos los factores en nivel intermedio. Generalmente se hacen réplicas de este punto para obtener
la estimacién del error. El niumero de experimentos es E=2k+2k+pc. De acuerdo a lo previamente
dicho, se puede ver que cada factor se encuentra en cinco niveles posibles: —a, -1, 0, +1, +a 'y
cuando a toma el valor de la raiz cuarta de f, siendo f el numero de puntos factoriales, se dice que
el disefio es rotable.

3. El Disefio de Box-Behnken (DBB). Es una opcién eficiente cuando se requiere estudiar los
factores en tres niveles, en el cual los puntos experimentales estan localizados en los puntos
medios de las aristas de un cubo y en el centro (pc). Igual que en DCC el punto central
generalmente se replica para estimar el error. Es un disefio de naturaleza esférica y rotable y el
numero de experimentos esta dado por: E=2k(k-1)+pc, por lo que resulta mas eficiente que los

anteriores.

Figura IV.8: Representacion esquematica de (a) 3-DFC, (b) DCC y (c) DBB, todos ellos de tres factores. Extraida de
la Ref. [65]

4. ElDisefio Split-plot (DSP) [49], basado en el concepto de parcelas divididas (idea inspirada
en el campo de la agricultura). Es una opcion cuando la aleatorizacion completa de las corridas
experimentales no es factible debido a que el nivel de uno o varios factores son poco practicos o
presentan inconvenientes para ser cambiados. Por lo tanto, la construccion de un DSP involucra
diferentes tamafios de unidades experimentales, que restringen la completa aleatorizacion de los
experimentos. En este tipo de disefio, el factor dificil de cambiar (del inglés, hard-to change) esta
asociado a la parcela completa o WP (de sus siglas en inglés, whole-plot) y los factores faciles de
cambiar (del inglés, easy-to change) que se aplican en diferentes niveles a secciones mas
pequefias del WP, constituyendo las subparcelas o SP (de sus siglas en inglés, sub-plot). Este
esquema se reproduce para los niveles del factor WP y el numero de réplicas segun corresponda.
En consecuencia, se obtendran dos términos de error al aplicar estos dos niveles de aleatorizacion,

un error correspondiente al WP y un error correspondiente SP.
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5. El Disefio optimal (DO). Es un disefio para evaluar dominios asimétricos (no simétricos)
que se implementan para hacer frente a diferentes condiciones establecidas por el analista, tales
como: cantidad de puntos experimentales, tipo de modelo a ajustar, rangos de variables, regiones
con restricciones multifactoriales. Se dividen en diferentes tipos, nombrados por letras del alfabeto
y se refiere a la propiedad o criterio que se pondera en el disefio, es decir que algunos de ellos se
centran en una buena estimacion de los parametros del modelo, mientras que otros se centran en
una buena prediccion en la region de disefio. El disefio D-optimal (DDO), es un disefio basado en
el criterio de proporcionar una buena estimacion de los parametros de regresion para el modelo

seleccionado [53, 66].

Una vez corridos los disefios, los datos experimentales recabados se ajustan mediante
regresion lineal multiple por el método de los cuadrados minimos, a un modelo polinomial que

responde a la siguiente ecuacion general:

k k k
y = ,6’0+Zﬁixi+23iixi2+ Z Bij xi xj + €
i=1 i=1

1<i<j

donde y es la respuesta, xi son los factores, B0 es el término constante o intercepto, i, fii y
Bij representan los coeficientes de primer orden, segundo orden y del término de |a interaccion,
respectivamente, y € es el error residual asociado con los experimentos.

Estos modelos, correctamente ajustados, tienen la propiedad de predecir valores de
respuesta en combinaciones de niveles de factores en los que no se ha experimentado, por lo que
pueden utilizarse para optimizar las respuestas, buscando puntos de méaxima o minima respuesta
mediante el empleo de herramientas graficas o matematicas [49, 53]. La inferencia y validacion de
los modelos son tareas esenciales que deben realizarse antes de utilizarlos para los pasos de
interpretacion y/o prediccion. Por lo tanto, es necesario conocer ciertos indicadores de calidad de

los modelos:

e R2-gjd. (R? ajustado). Este indicador representa el porcentaje de variancia explicada por el
modelo. Es una medida que permite evaluar la bondad de ajuste de un modelo, es decir, qué tan
bien el modelo explica la relacion entre la variable dependiente y las variables independientes. El
RZ -gjd. se basa en el R?, que es el coeficiente de determinacion, pero lo corrige para tener en

cuenta el numero de variables independientes y el tamafio de la muestra. EI RZ-ajd. siempre sera
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menor o igual que el R2, y penalizara la inclusion de variables que no aporten informacién relevante
al modelo.

¢ R2-pred (R? de prediccion) o Q2 (segun el programa MODDE). Este indicador es una medida
para evaluar la capacidad de un modelo para predecir nuevos valores de la variable dependiente
a partir de valores de las variables independientes que no se han utilizado para ajustar el modelo.
Se basa en el R, pero lo corrige para tener en cuenta el error de prediccion que se produce al
aplicar el modelo a nuevos datos. Un valor alto de R2-pred indica que el modelo tiene una buena
capacidad predictiva y que las variables independientes son relevantes para predecir la variable
dependiente. Por el contrario, un valor bajo indica que las variables independientes no son utiles
para predecir la variable dependiente.

A su vez, la superposicion de las graficas de contorno, permite encontrar regiones
operativas que satisfacen simultaneamente los requerimientos o criterios de aceptacion de dos o
mas respuestas, 1o que en el entorno de la AQbD se conoce como MODR.

Ademas, los modelos pueden combinarse entre si matematicamente creando un nuevo
modelo, conocido como Funcion Deseabilidad de Derringer y Suich (ver seccién 1V.3.1.5.1) que
permite también la optimizacién simultanea de varias respuestas encontrando un punto operativo
optimo [64].

1V.3.1.5.1.  Funcion deseabilidad

Derringer y Suich propusieron en 1980 una funcién matematica capaz de transformar el
problema multivariado generado por la optimizacion simultanea de multiples respuestas de un
mismo sistema, en un problema univariado. Llamaron a esta funcién Deseabilidad[67], ya que la
misma se basa en la idea de que el funcionamiento de un sistema es indeseable si al menos una
de las respuestas toma valores por fuera de los criterios de aceptacion para la misma.

La funcién permite encontrar la mejor solucién de compromiso para todas las respuestas del
sistema, en base a criterios de optimizacién establecidos individualmente para cada una de
ellas[53]. Su aplicacién consta de los siguientes pasos:

e Obtener una funcion deseabilidad para cada respuesta estableciendo el criterio de
optimizacion para la misma y utilizando el modelo matematico ajustado que la relaciona a las
variables del sistema. La funcién deseabilidad individual di(yi) varia entre 0 y 1, donde 0 (cero)
significa no deseable y 1 (uno) significa ideal, mientras que los valores intermedios representan
respuestas aceptables. Dependiendo del criterio de optimizacion para cada respuesta, pueden

usarse diferentes di(yi). Derringer y Suich denominaron Li (del inglés, lower), Ui (del inglés,
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upper) y Ti (del inglés, target) a los valores bajo, alto y un valor fijo respectivamente, de
respuestas deseadas. Estos valores se eligen de acuerdo a las necesidades o prioridades de la
respuesta.

Cuando el criterio de optimizacion es el de ajustar la respuesta a un valor T'i, la funcion

deseabilidad toma la siguiente forma:

0 siY;(x) <Li
(?i@—_u')s siLi < ¥i(x) <Ti
d(hi)=|" " si 0,(x) = Ti

(?i(x)—w)t siTi < Yi(x) < Ui
Ti-Ui si ¥ (x) > Ui
donde los exponentes s y t se denominan pesos y permiten cambiarle la forma a cada funcion
deseabilidad individual. Los pesos se utilizan para darle énfasis a los criterios. Cuando el peso es
1, la funcién di(yi) varia entre 0 y 1 linealmente. Pesos mayores a 1 (hasta un méaximo de 10) le
otorgan mas énfasis al criterio establecido, mientras que pesos menores a 1 (hasta un minimo de
0.1) le dan menos peso al criterio (Figura IV.9 A)
Cuando el criterio de optimizacién es maximizar la respuesta (Fig. IV.9.B), di(yi) esta
definida como:
7 (x)o_ N Y:(x) < Li
d(?i(x)) = <ﬁ) si Li. < 7 (%) < Ui
1 siY(x) > Ui

Finalmente, si el criterio es minimizar la respuesta se debe usar:

1 ~
N siY;(x) <Li
N Ui — %0\ B

d(Yi(x)) B (iR () B ¥,(x) < Ui

Ui—-Li .5 .

0 siY;(x) > Ui
La Figura IV. 9, muestra un esquema de las curvas de di(yi) cuando se quiere maximizar
una funcion utilizando diferentes pesos. El grafico resulta inverso cuando se quiere minimizar la

funcion.
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Figura IV.9: Curvas de la funcidn deseabilidad individual di(yi), cuando el criterio de optimizacion es ajustar el valor
de un respuesta a un valor determinado (A), y cuando se quiere maximizar la respuesta (B). s y t representan los
pesos de la respuesta.

o Combinar las funciones individuales en una Unica funcion global que logre encontrar la mejor
respuesta conjunta. La funcion deseabilidad global (D) combina las deseabilidades individuales
(di(yi)) de cada respuesta a optimizar seguin su importancia relativa (r;,), es decir que mide el
grado de satisfaccion de los criterios de optimizacion para todas las respuestas y se calcula para

muchas combinaciones de factores usando los modelos ajustado, de la siguiente manera:

1
n Siri

1
D = (dT'xdRx ... xd ST = 1_[ dr
i=1

Si D es mayor que 0 (cero), significa que hay al menos una combinacion de factores que
cumple con los requisitos. Por el contrario, si D es igual 0 (cero), significa que hay al menos una
respuesta completamente indeseable. La optimizacion puede generar una o mas zonas de

condiciones 6ptimas donde D es aceptable, denominadas, soluciones robustas.

IV.3.1.5.2. Software
El creciente uso de DOE, MSR y la funcidn Deseabilidad en diversos campos de las ciencias
experimentales en los que se aplica la QbD, ha llevado en los ultimos afios, al desarrollo de
numerosos software comerciales que proporcionan diversas herramientas para implementarlas de
una manera sencilla y eficiente. Dentro de ellos se pueden destacar: Minitab (http://www.

minitab.com/), SPSS (www.ibm.com/analytics/us/en/technology/spss/), JMP
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(https://www.jmp.com/), ~ Six Sigma (https://www.isixsigma.com/six-sigma-soft ware/), The

Unscrambler (http://www.camo.com/), NCSS (http://www.ncss.com/), Cornerstone

(www.camline.com/), SAS (https://support.sas.com/rnd/app/qc/qc/ gedesign.html), Design-Expert

(http://www.statease.com/) y Modde

(https://www.sartorius.com/en/products/processanalyticaltechnology/data-analytics-software/doe-

software/modde); siendo los dos ultimos los que se utilizaron en la presente tesis.

IV.3.1.6. Etapa 2: Calificacion del desempefio del método

Una vez que se define la estrategia de control al final de la etapa 1, el ATP se puede redefinir
si es necesario, caso contrario el método esté listo para someterse a un proceso de validacién.

El objetivo de la validacion, en el marco de la AQbD, es realizar una demostracion final,
formal y documentada de que el desempefio del método cumple con el ATP. Luego de validado,
método puede ser facilmente transferido a otro laboratorio analitico, el cual, a su vez debera
realizar una verificacién inicial del desempefio (similar a la validacion, pero mas acotada) para
garantizar que las caracteristicas de rendimiento presentadas durante la validacion en el
laboratorio de origen, se siguen manteniendo (Fig. IV.5) [41].

En la presente tesis el proceso de validacion de los métodos bioanaliticos se llevé a cabo
segun los lineamientos descriptos en las guias de validacion de métodos bioanaliticos de: (a) la
Agencia Médica Europea, EMA (por sus siglas en inglés, European Medicines Agency) [68], (b) la
Administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, FDA (por sus siglas en
inglés, Food and Drug Administration)[69] y el Consejo Internacional de Armonizacion, ICH (por
sus siglas en inglés, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) [70]. En estas guias se describen los pardametros de rendimiento
que se deben evaluar y los posibles procedimientos para llevar a cabo su evaluacion junto a los
criterios de aceptacion para cada uno de ellos.

A continuacion, se detallan algunos de los conceptos y consideraciones derivadas de las
guias y utilizadas en la presente tesis para la validacion de los métodos desarrollados para
cuantificar farmacos en plasma humano:

e Lamuestra blanco (MB) es una muestra de plasma blanco (PB) libre de analito, obtenida
a partir de una persona no tratada con el farmaco para el cual se desarroll6 el método.

e La muestra calibradora (MC) es un PB fortificado con una cantidad exactamente conocida
del analito, a partir de una solucion estandar y que se utiliza para obtener la curva de calibracion

del método.
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e La muestra control (MQ) es un PB fortificado con una cantidad exactamente conocida del
analito, a partir de una solucion estandar y que se utiliza para asegurar la validez de una calibracion
o de una corrida analitica. Las MQ se preparan a partir de soluciones estandares independientes
de las utilizadas para la preparacion de las MC.

o La muestra real (MR) es una muestra de plasma obtenida a partir de un paciente tratado
con el farmaco para el cual se desarrollé el método.

e La concentracion nominal (CN) es la concentracidn teérica del analito afiadida a un PB y la
concentracion predicha (CP) es la concentracion de analito hallada en una muestra al someterla
al procedimiento analitico y calcular su concentracion el modelo de prediccidn establecido.

e Para evaluar precision intra-ensayo (repetibilidad) se utiliza el coeficiente de variacion de

repetibilidad (CVr) segun la siguiente ecuacién:
Sr
CVr ==
CcP

donde Sr es el desvio estandar de la CP en un determinado nivel de concentracion y CP es la
concentracion predicha promedio obtenida para ese nivel de concentracion.
e Para evaluar precision inter-ensayo (precision intermedia) se utiliza el coeficiente de

variacion inter-ensayo (CVi) segun la siguiente ecuacion:

Si
REC%

CVi =

donde Si, es el desvio estandar obtenido a partir la varianza del pool de datos (s?) de las
recuperaciones relativas de las series analizadas y %REC es la recuperacion promedio obtenida

para ese nivel como:

CcP

e Para evaluar sesgo se utiliza el bias porcentual (bias%) tal como se indica en la siguiente
ecuacion:
(CP —CN)
— X

o —
bias% N

100
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1V.3.1.6.1.  Selectividad

La selectividad de un método bioanalitico se define como su capacidad de distinguir la sefial
analitica (SA) del analito de manera precisa en presencia de interferentes, tales como
componentes del solvente de inyeccion (Sl), compuestos enddgenos (CE) de la matriz bioldgica,
medicacion co-administrada, productos de hemolisis, lipidos u otros componentes de la matriz bajo
las condiciones establecidas para el método.

Para evaluarla se deben analizar con el método, S|, muestras hemolizadas, PB de al menos
6 (seis) fuentes independientes (personas diferentes) y PB fortificados con medicacion
habitualmente coadministrada con los farmacos de interés. En todos estos casos se debe evaluar
la presencia de SA de posibles interferentes en los tiempos de retencién de los analitos y verificar
que, si se detecta, la misma sea < 20% de la SA del analito en el limite inferior de cuantificacion
(LIC).

IV.3.1.6.2.  Limite inferior de cuantificacion

El LIC es la menor concentracion de analito que puede ser cuantificada con veracidad y
precision aceptable con el método. La evaluacién del LIC puede llevarse a cabo de manera
independiente 0 como parte de la evaluacion de precision y veracidad para el rango de calibracion
establecido.

Para establecerlo se deben evaluar un minimo de 5 (cinco) MQ en concentraciones
correspondientes al LIC, en al menos en tres corridas analiticas diferentes y verificar que se
cumplan en todas ellas con los siguientes criterios de aceptacion: selectividad, CV < 20% y bias%

entre + 20%.

IV.3.1.6.3. Curva de calibrado, rango analitico y modelo de
prediccion
La curva de calibrado es la relacion entre la SA y la CN del analito en las MCs. La funcién
matematica que describe esta relacion se utiliza para obtener el modelo que permite predecir la
concentracion del analito en las MRs. Para obtenerla se deben procesar en una misma corrida el
Sl, la MB y al menos 6 (seis) niveles de concentracion de MC, incluidos el LIC y limite superior de
cuantificacion (LSC). Queda de esta manera establecido el rango analitico como el rango de
concentraciones entre el LIC y el LSC.
Es necesario que al disefiar el método se tenga en cuenta que este rango comprenda las

concentraciones esperables de la mayoria de las MRs. Las MRs que presenten concentraciones
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inferiores al LIC no podran ser cuantificadas, mientras que las que superan el LSC deberan ser
diluidas para entrar en el rango analitico.

Para obtener la ecuacion de la curva de calibrado se debe utilizar un modelo de regresion
mas simple que describa adecuadamente la relacién de la CN con la SA, sin incluir la respuesta
de las MB. En los métodos bioanaliticos, en los que el rango analitico suele ser amplio, es habitual
tener que recurrir a regresiones ponderadas, con diferentes pesos, 0 el uso de sefiales
transformadas para poder ajustar correctamente un modelo lineal.

Para construir las curvas de calibrado las MCs pueden procesarse por duplicado y pueden
contener mas de un analito si el método esta destinado para la cuantificacion de mas de un
farmaco de manera simultanea. En este caso se debe generar una curva de calibrado para cada
uno de ellos.

Para validar el modelo de calibracién para un analito se deben analizar las gréficas de
residuos de la regresion y calcular para cada MC la CP utilizando el modelo de prediccion
propuesto en al menos tres curvas de calibrado obtenidas de manera independiente y en dias
diferentes de trabajo. Los criterios de aceptacion para este el modelo son los siguientes, en las
tres curvas:

o La distribucion de los residuos debe ser homocedastica.

o El coeficiente de determinacion (R2) de la curva multinivel debe ser > 0.99.

o Laregresion obtenida por el método de los cuadrados minimos para la curva multinivel debe
ajustarse a un modelo lineal.

e La CP de al menos el 75% de las MC y el 50% en cada nivel de concentracion debe estar

dentro del 15% del valor nominal, excepto para el LIC que puede ser de £20%.

1V.3.1.6.4. Precision

La precisidn es la capacidad del método de obtener minima variacién en las mediciones
repetidas de una misma muestra homogénea. Incluye un componente de intra-ensayo
(repetibilidad) y uno inter-ensayo (precision intermedia) y esta estrechamente relacionada con el
error aleatorio.

La precision intra-ensayo se debe estudiar procesando MQs en 4 (cuatro) niveles diferentes
en el rango de trabajo por quintuplicado en cada nivel y procesando las muestras en condiciones
homogéneas y por un mismo analista.

La precision inter-ensayo se debe estudiar procesando las mismas MQ en los mismos

niveles de concentracion, en tres dias diferentes y por diferentes analistas.
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Los niveles de concentracion de las MQs deben ser los siguientes:
e LIC
¢ Nivel bajo (NB) corresponde a 3 x LIC
o Nivel Medio (NM) corresponde al 30 - 50% del rango de calibracion.
o Nivel Alto (NA) corresponde al 75% del LSC.
Los criterios de aceptacién tanto para precision intra-ensayo como inter ensayo es que el

CVryel CVisean < 15%, excepto en LIC que puede ser < 20%.

IV.3.1.6.5. Sesgo

El sesgo es el grado de concordancia entre el valor verdadero o valor nominal de la
concentracion del analito en la muestra y el valor medio obtenido como resultado al aplicar el
método analitico. Es una medida de la veracidad del método y esta estrechamente relacionado
con el error sistematico.

Para evaluarlo se pueden utilizar los mismos ensayos que en el estudio de precision, siendo
los criterios de aceptacion a cumplir: bias% dentro de £15%, excepto en LIC que puede ser de +
20%.

IV.3.1.6.6. Exactitud. Evaluacion conjunta de precision y

sesgo.

Si bien en las guias de validacion no esta indicado como evaluar la exactitud (evaluacion
conjunta de sesgo y precision) en todas las validaciones llevadas a cabo en la presente tesis se
agrego dicha evaluacion, de acuerdo al método propuesto por Hubert y col.[71] y al capitulo USP
<1210> [72] en los que se tiene en cuenta la incertidumbre aceptable del resultado informado tal
como se indica en el ATP. Este criterio contempla el error total (error sistematico y error aleatorio)

para evaluar |a probabilidad de alcanzar la exactitud requerida y asegura que

Pr(-A+1t<Y<A+4+1)<P

donde Pr es la probabilidad real, A es el limite de incertidumbre, 7 es el valor verdadero o el valor
de referencia (en nuestro caso es la concentracion nominal de la MQ), Y es el resultado informado
(en nuestro caso, es la CP), y P es la probabilidad deseada (en nuestro caso 90%).

Para validar esta propuesta se calcularon los intervalos de tolerancia (95% confianza) del

bias% promedio para cada analito para un P=0.90 y @=0.10, segun
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Z(21+P)/2 1
B *+[KxS] ;0 K= 2—x(1+—>
Xa;n—l n

Donde B es el bias% promedio, S es el desvio estandar general para B, Z(Zl +p)/2 €S €l percentil

’ ; 1+P . . . ’
normal estandar con un area % hacia un lado, x3.,,_, es el percentil chi-cuadrado con un area

a hacia un lado y (n — 1) grado de libertad.

IV.3.1.7. Etapa 3: Monitoreo continuo

El monitoreo continuo es una actividad o un conjunto de actividades que permiten confirmar
la idoneidad del método durante el uso rutinario y el cumplimiento de los criterios establecidos en
el ATP a lo largo del tiempo. Para su implementacién practica se debe establecer una estrategia
de control en el correspondiente procedimiento analitico, donde se describen estas actividades.

Esta etapa incluye tanto (a) monitoreo de rutina de los datos vinculados al rendimiento del
método analitico y (b) la evaluacién del rendimiento del método después de los cambios que
pudiesen darse para determinar si el procedimiento analitico sigue siendo adecuado para su
proposito. Los criterios del ATP continuan siendo los criterios de rendimiento utilizados para
realizar esta evaluacion, la cual puede hacerse de diversas maneras y en proporcion adecuada al
conocimiento adquirido en la evaluacion del método.

Como se menciond anteriormente, para llevar a cabo el monitoreo continuo es necesario
contar con los procedimientos operativos estandar (POEs), documentos en los que se describe
detalladamente las instrucciones para ejecutar el método analitico en las condiciones operativas
dptimas y la estrategia de control del mismo, incluyendo los SSTs. Los parametros de la estrategia
de control del método deben evaluarse y registrase en cada corrida analitica verificando el
cumplimiento de las especificaciones establecidas.

Una valiosa actividad, que se usa como recurso en esta etapa es la construccion de cartas
control. Estas gréaficas proveen de una manera sencilla para realizar un control estadistico del
proceso analitico en el tiempo, evaluando la aparicion de tendencias y/o eventos fuera de lo
esperado. Existe mas de una forma de obtener estas gréficas, siendo su principal utilidad la de
evaluar la variabilidad en el tiempo de parametros de aptitud del sistema o de resultados obtenidos
a partir de muestras control que se analizan en cada corrida analitica. En la Figura V.10 se

muestra de manera genérica una grafica de control en la que se especifican los limites de control
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(o limites de alarma), dentro de los cuales se encuentra la variabilidad aceptable, y los limites de

accion, que son aquellos que, al superarse, indican la necesidad de una accion correctiva sobre
el método [41, 45].

» Respuesta media esperada

Sy i o s i o i R o ol ki e IR T e e e | G e

Atributo analitico evaluado
Limites de control o alarma
Limites de accion

Tiempo

Figura IV.10: Carta control. Evolucién en el tiempo del atributo analitico evaluado junto a sus limites de control o
alarma y limites de accion.
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V. OBJETIVOS

V.1.0bjetivos generales:
o Contribuir al desarrollo del bioandlisis en general y, en particular, al anélisis de farmacos en
muestras bioldgicas por cromatografia liquida.
o Generar una plataforma bioanalitica de calidad basada en el disefio destinada al monitoreo

terapéutico de farmacos.

V.2.0bjetivos especificos:

e Estudiar la problematica actual relacionada al uso racional de medicamentos, terapias
personalizadas y control de tratamientos con farmacos de elevada toxicidad o con ventana
terapéutica estrecha.

o Evaluarel rendimiento de nuevas particulas cromatogréficas disponibles en el mercado para
lograr mayor eficiencia en la separacion de farmacos a partir de muestras biologicas.

e Aplicar herramientas de AQbD para el desarrollo, optimizacién y validacion de métodos
bioanaliticos.

¢ Obtener métodos analiticos protocolizados destinados al MTD que permitan el control de
tratamientos con farmacos, especialmente antibidticos betalactamicos, tuberculostaticos y

citostaticos, utilizando instrumentacion de mediana complejidad.
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1.1. INTRODUCCION
1.1.1. Tuberculosis

1.1.1.1. Caracteristicas generales de la enfermedad

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium
tuberculosis, que afecta principalmente a los pulmones del huésped, pero puede propagarse a
otros 6rganos o sistemas del cuerpo. Segun el sitio de infeccién se clasifica en pulmonar y
extrapulmonar. La TB pulmonar es la forma mas comun y contagiosa, y se transmite por el aire
cuando las personas infectadas tosen, estornudan o escupen. Los sintomas pueden incluir tos (a
veces con sangre), dolor toracico, fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso y dificultad para
respirar. La TB extrapulmonar afecta a otros érganos o sistemas del cuerpo, como los ganglios
linfaticos, el sistema nervioso central, los huesos, las articulaciones, el tracto genitourinario, el
abdomen o el pericardio. En este caso, los sintomas varian segun el érgano afectado, pero en
general puede incluir fiebre, malestar general, pérdida de peso y dolor o hinchazén en la zona
afectada [73-75).

Ademas de esta clasificacion, la TB se puede presentar como activa o latente, en relacion
con la actividad de los bacilos. En la primera situacion, los bacilos estan presentes de manera
activa en el cuerpo causando dafio y sintomas, mientras que en la TB /atente los bacilos estan

presentes y vivos pero inactivos, no provocan sintomas y no se transmiten [76].

1.1.1.2. Problematica actual

Segln un informe actual de la organizacion mundial de la salud (OMS) la TB, continia
siendo una las enfermedades infecciosas con mayor incidencia y mortalidad en el mundo y un
grave problema de salud publica, aun cuando se trata de una enfermedad curable y prevenible.
En 2019, unos 1,4 millones de personas murieron por enfermedades relacionadas con la
tuberculosis. De los 10 millones de personas que se calcula desarrollaron la tuberculosis ese afio,
unos 3 millones no tenian diagnosticada la enfermedad, o sus casos no se notificaron oficialmente
a las autoridades nacionales. La situacion es ain mas grave para las personas con tuberculosis
farmacorresistente. En 2019 se diagnostico esa forma de tuberculosis a unas 465 000 personas,
de las que menos del 40% pudieron acceder al tratamiento [77]

Alrededor del 85% de las personas que desarrollan la enfermedad por cepas sensibles a
las drogas de primera linea (DS-TB, del inglés drug suceptible TB) se pueden tratar con éxito

mediante un régimen terapéutico adecuado, lo que conlleva el beneficio adicional de reducir la
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transmision de la infeccién. Las tasas de curacién se reducen al 57% para la enfermedad causada
por cepas multirresistentes (MDR-TB, del inglés, multidrug resistent TB), que son aquellas que no
responden a tratamiento de primera linea, y a 25% para las originadas por cepas de resistencia
extrema (XDR-TB, del inglés exensively-drug resistant TB), que son las resistentes a tratamientos
de primera y segunda linea [78].

Poner fin a la epidemia de TB es una de las metas de salud de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible propuestos por la OMS, que busca que los paises aborden diferentes aspectos
mediante un enfoque integral que combine intervenciones sanitarias y sociales [79].

Nuestro pais asumi6 este compromiso y desde entonces se implementaron diferentes
estrategias, para reducir la morbi-mortalidad de TB, asi como la resistencia del bacilo a los
medicamentos tuberculostaticos. El Boletin N° 6 emitido a principio del afio 2023, por el Ministerio
de Salud de la Nacion, hace hincapié en fortalecer las acciones relacionadas a la prevencion, el
diagnostico precoz, la notificacion oportuna y adecuada y al seguimiento y monitoreo de
tratamientos de calidad [80].

En el abordaje de esta tarea se debe contemplar que la baja tasa de éxito del tratamiento
farmacoldgico de la TB se debe, en principio, a varios factores. Entre ellos se encuentran,
fundamentalmente, la larga duracion del tratamiento estandar (minimo 6 meses) y los efectos
adversos producidos por los farmacos que, a menudo, conducen a la falta de adherencia al
tratamiento por parte de los pacientes. Dentro de los efectos adversos mencionados se pueden
incluir: prurito, erupcion cutanea y diferentes reacciones de hipersensibilidad; trastornos
gastrointestinales como nauseas, dolor abdominal, anorexia y hepatitis; trastornos inmunoldgicos
con eosinofilia, leucopenia, trombocitopenia y miopatias; aumento de las concentraciones de
transaminasas vy bilirrubinas en sangre y trastornos de la funcion hepatica; astenia; neuropatias;
confusion, desorientacion, alucinaciones, vertigo, malestar y alteraciones visuales (vision borrosa,
ceguera de color rojo-verde, pérdida de vision) [81].

Otros factores relevantes en esta problematica son la variabilidad intra e inter individual en
la farmacocinética de los antibioticos tuberculostaticos y las comorbilidades [82]. Comorbilidades
como la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), la diabetes mellitus, falla renal
o hepatica o malnutricion son condiciones que alteran notablemente la farmacocinética de estos
farmacos. La malabsorcion, la absorcion condicionada a la ingesta de alimentos y la existencia de
diferencias en el metabolismo hepatico de algunos individuos son factores que también inciden en
el logro de los objetivos terapéuticos. Varios estudios han correlacionado una respuesta pobre al
tratamiento para DS-TB con concentraciones sanguineas bajas de los farmacos administrados
[83, 84].
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1.1.1.3. Aportes del MTD en el tratamiento de la TB

Las situaciones anteriormente mencionadas llevan muchas veces a la recaida del paciente
en tratamiento por TB y a la aparicion de nuevas resistencias de la bacteria a los tuberculostaticos,
haciendo que se genere un circulo vicioso [5]. Esta practica terapéutica deficiente puede ser
notablemente mejorada mediante el seguimiento del tratamiento farmacologico por MTD,
especialmente en las poblaciones de mayor riesgo, como lo son las HIV positivo o que las padecen
de diabetes, o insuficiencias renales o hepaticas.

Para llevar adelante este MTD se requiere de métodos analiticos capaces de cuantificar las
concentraciones plasmaticas de los tuberculostaticos de una manera eficiente, confiable y
accesible, y de esta forma permitir la toma de decisiones médicas apropiadas, buscando el éxito
inmediato del tratamiento de la TB, sobre en beneficio del paciente y de la salud pablica en general
[83, 84, 86].

1.1.1.4. Contribucién al abordaje de la problematica
La contribucion de este capitulo de tesis a la problematica actual en el tratamiento de la TB
consiste en poner a disposicion del sistema de salud un método bioanalitico accesible, eficiente y
de calidad para ser utilizado en el MTD de tres tuberculostaticos de primera linea. Se espera que
su implementacion redunde en beneficio de un tratamiento eficiente de la DS-TB mediante
dosificaciones personalizadas de los antibi6ticos evitando efectos adversos graves y aumentando

por lo tanto la adherencia del paciente al mismo.

1.1.2. Antibioticos tuberculostaticos

1.1.21. Clasificacion
Los antibi6ticos tuberculostaticos se clasifican segun el mecanismo de accion y/o su
espectro de actividad [76, 87]:
Segun su mecanismo de accion:
¢ Inhibidores de la sintesis de la pared celular: isoniazida, etionamida, cicloserina, etambutol.
e Inhibidores de la sintesis de proteinas: estreptomicina, amikacina, kanamicina,
capreomicina, rifampicina, rifabutina, rifapentina.
¢ Inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos: pirazinamida, quinolonas (ciprofloxacino,
levofloxacino, moxifloxacino), linezolid.

¢ Inhibidores de otros procesos metabolicos: acido paraaminosalicilico, d-clofazimina.
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e Segun su espectro de actividad:

¢ De primera linea: isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol, estreptomicina. Son los
mas eficaces y los menos toxicos. Se usan en el tratamiento de DS-TB.

e De segunda linea: etionamida, cicloserina, acido paraaminosalicilico, capreomicina,
kanamicina, amikacina, quinolonas, linezolid. Son menos eficaces y mas tdxicos que los de
primera linea y se usan para tratamiento de MDR-TB.

o De tercera linea: d-clofazimina, bedaquilina, delamanida. Son los méas recientes y se usan
en casos de MDR-TB y XDR-TB.

1.1.2.2. Tratamiento farmacolégico de la DS-TB

En general, el tratamiento de la DS-TB tiene como objetivos fundamentales [88]:

e Disminuir rapidamente el nimero de bacilos en el huésped para reducir la morbilidad y
morbilidad en el paciente, y para disminuir la capacidad de contagio a otras personas.

e Prevenir el desarrollo de las TB resistentes.

o Evitar las recaidas después de completar el tratamiento.

La estrategia terapéutica se fundamenta, ademas, en dos grandes bases bacteriolégicas: la
asociacion de farmacos para evitar la seleccion de cepas resistentes y la aplicacion de
tratamientos prolongados para eliminar a todos los bacilos en sus diferentes fases de crecimiento
metabdlico [73].

Asi, el esquema terapéutico actual para DS-TB esta constituido en principio por el uso
simultaneo de los cuatro antibidticos de primera linea: etambutol (EMB), isoniacida (INH),
pirazinamida (PZA) y rifampicina (RIF), los cuales se administran ambulatoriamente, via oral bajo
la forma de comprimidos y son la base del tratamiento estandar. Las drogas de segunda linea se
reservan para situaciones especiales de intolerancia o reacciones adversas a los farmacos de
primera linea.

Segun recomendaciones de la OMS el tratamiento estandar consta, ademas, de dos fases:
una fase inicial corta (o etapa intensiva), en la que se administra diariamente dosis altas de los
medicamentos y una fase menos intensa (o etapa de consolidacion) en la que se administra una
menor cantidad de drogas, pero por un tiempo mas prolongado.

Los regimenes, a su vez, pueden ser de dos tipos diferenciandose en la frecuencia de
administracion de los farmacos en la etapa de consolidacion. La denominacion general de estos
regimenes se basa en siglas en las que se utiliza la H para INH, R para RIF, Z para PZA y E para

EMB. Las siglas indican asi la combinacion de farmacos usada, la barra diferencia las fases del
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tratamiento (intensiva y de consolidacion) y el numero 3 (tres) la frecuencia de administracién por
semana en la fase de consolidacion. Los regimenes son [76]:
¢ HRZE/HR: consta de una fase inicial de 2 meses de tratamiento con EMB, INH, PZA y RIF
y una fase de consolidacion de 4 meses con INH y RIF con administracion diaria de la mediacion.
o HRZE/HR3: consta de una fase inicial de 2 meses de tratamiento con EMB, INH, PZA y RIF
con administracion diaria de la mediacion y fase de consolidacion de 4 meses con INH y RIF, con
administracion de la medicacion tres veces por semana.

Ambos regimenes tienen una eficacia similar, pero el segundo puede ser mas conveniente
para algunos pacientes que prefieren tomar menos comprimidos o que tienen dificultades para
acceder al sistema de salud. Sin embargo, el segundo régimen requiere una mayor supervision y
adherencia, ya que saltarse una dosis puede tener un mayor impacto en la efectividad del

tratamiento.

1.1.2.3. indice pK/pD

Para los farmacos tuberculostaticos de primera linea, el indice pK/pD mas relevante es el
ABC/CIM. Sin embargo, en la practica rutinaria del MTD, estimar el ABC no es algo habitual, ya
que esto requiere de un minimo de 6 a 7 muestras de sangre tomadas en distintos tiempos pos
administracion del farmaco.

En su lugar, se utiliza entonces como parametro se seguimiento la Cmax luego de la
administracion de las dosis estandar. En este caso, se toman una o dos muestras de sangre al
tmax, generalmente entre 1 — 2 horas pos administracion de los farmacos. Este resultado se
compara con la CIM del farmaco para el microorganismo causante de la infeccion y de esta forma
se puede estimar si el tratamiento esta siendo efectivo o si se requiere ajustar las dosis o cambiar
el régimen terapéutico[89].

Actualmente la CIM de los tuberculostaticos para los bacilos susceptibles no estan
completamente definidas, sino que se han establecidos rangos esperables [90]. Las CIM reales
deben por lo tanto obtenerse experimentalmente para cada aislamiento de manera da ajustar el
objetivo terapéutico a cada caso concreto.

En la Tabla 1.1 se resumen algunas caracteristicas farmacocinéticas esperables de los
tuberculostaticos de primera linea luego de una dosis estandar en ambas fases del tratamiento de
la DS-TB [74, 91, 92].
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Tabla 1.1; Caracteristicas farmacocinéticas de EMB, INH, PZA y RIF.
, . tmax Crnax ti2 TIpO de CiM
Farmaco Dosis (mgkg) h)  (pg/mL) (h)  Eliminacion  (pg/mL)
15-20 2-6
Etambutol 2-3 2-4 Renal 1-5
25-35 4-12
4-6 3-6
Isoniacida 1-2 2-4 Metabélica 0.025-0.050
8-12 9-15
20-30 20-60
Pirazinamida 1-2 9 Metabélica 20
30-40 60 - 90
Rifampicina 10-15 2 8-24 2-3 Metabolica 0.005-0.2

1.1.3. Antecedentes analiticos para la cuantificacion de antibiéticos

tuberculostaticos en fluidos biolégicos.

Actualmente, la mayoria de los métodos bioanaliticos publicados para la cuantificacién
simultdnea de los 4 tuberculostaticos de primera linea en fluidos biologicos se basan
principalmente en CLAR-MS o CLAR MS-MS [93-98]. Estos métodos son sensibles y selectivos,
pero requieren equipos e insumos costosos y personal altamente calificado.

En menor medida se encontraron publicados desarrollos de métodos mediante CLAR-UV,
que resulta mas simple y econdémica que la espectrometria de masas. Sin embargo, ninguno de
estos métodos permite la determinacion simultanea de los 4 farmacos en fluidos biolégicos [99]

El caso mas complejo es el del EMB, ya que la ausencia de croméforos en la molécula,
requiere de una derivatizacion [100] o de la formacién de un complejo con cobre para su deteccion
y cuantificacion mediante absorbancia en el UV [101, 102]. Los otros farmacos (INH, PZA y RIF)
se han cuantificado en matrices biologicas por CLAR-UV de forma individual [103, 104] o en
combinacion entre ellos [105-108], pero no se han encontrado publicados métodos que incluyan
la determinacion simultanea de EMB con otros tuberculostaticos en este tipo de muestras.

Siendo que abundan en la literatura los métodos para dosaje plasmatico de RIF [103, 109-
113] , y que debido a su gran inestabilidad es conveniente cuantificarla de manera individual con
un método dedicado, se propuso en este trabajo el desarrollo de un método para cuantificar
simultaneamente en plasma los otros tres tuberculostaticos: INH, PZA y EMB. Como alcance de
este método se propuso el dosaje de INH, PZA y EMB en plasma para el MTD de la primera fase
del tratamiento de la DS-TB.
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1.1.4. Etambutol, isoniacida y pirazinamida

En la Tabla 1.2 se detallan la estructura molecular y las propiedades fisicoquimicas mas

relevantes de los analitos [94, 114].
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Propiedades

Etambutol

Isoniacida

Pirazinamida

Tipo de compuesto

Formula quimica

Estructura molecular

Peso formula

Solubilidad

pKa
LogP

Presentacion comercial

Derivado de la etilendiamina.
C10H24N202

OH

A
N/\/Nj/\
H

HO

204.31 g/mol

Soluble en agua y dimetilsulfoxido,
ligeramente soluble en etanol, dificil de
disolver en acetona y cloroformo.

14.8-9.55
-0.006

Comprimidos de 400 mg.

Comprimidos combinados de 75 mg de INH,
150 mg de RIF, 400 mg de PZA 'y 275 mg de
EMB.

Hidracida del acido isonicotinico.
CsH7N3O

H

Os No
NH,

X

| o

N

137.14 g/mol

Parcialmente soluble en agua, en etanol y en
cloroformo. Practicamente insoluble en éter vy
benceno

13.6-3.35

-0.69
Comprimidos de 100 y 300 mg.
Comprimidos combinados de 100 mg INH y 300 mg
de RIF.
Comprimidos combinados de 75 mg de INH, 150 mg
RIF y 400 mg de PZA.
Comprimidos combinados de 75 mg de INH, 150 mg
de RIF, 400 mg de PZA y 275 mg de EMB.

Derivado sintético de la nicotinamida.

CsHsNsO
O
N
[ A NH,
~
N
123.11 g/mol

Soluble en cloroformo y cloruro de metileno,
menos soluble en benceno y moderadamente
soluble en agua.

13.1-0.55
-1.23

Comprimidos de 250 y 500 mg

Comprimidos combinados de 75 mg de INH,
150 mg RIF y 400 mg de PZA.

Comprimidos combinados de 75 mg de INH,
150 mg de RIF, 400 mg de PZA'y 275 mg de
EMB.
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1.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Los objetivos del presente capitulo de tesis fueron:

e Desarrollar un nuevo método bioanalitico por CLAR-DAD para ser aplicado a la
determinacion simultanea de los niveles plasmaticos de EMB, INH y PZA en plasmas de pacientes
que se encuentren en la etapa intensiva del tratamiento de la DS-TB.

¢ Aplicar conceptos de ciclo de vida y AQbD al desarrollo, optimizacion y validacién del nuevo

método, siguiendo las recomendaciones de organismos internacionales.

1.3. MATERIALES Y METODOS

1.3.1. Instrumental y equipamiento
Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatdgrafo liquido Shimadzu
equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automatico con refrigeracion SIL-30AC
Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con
arreglo de diodos SPDM20A.
Se emplearon y evaluaron dos columnas cromatogréficas:

e Phenomenex Luna PFP. Fase estacionaria pentafluorfenilo (PFP) ligada a particulas de
silice completamente porosa de 5.0 um de didmetro. Tamafio de poro de 100 A. Dimension de la
columna: 4.6 x 150 mm. Los grupos PFP unidos a la superficie de silice ofrecen una selectividad
aromatica, unica, debido al flior altamente electronegativo en la periferia de cada anillo fenilo.
Proporciona selectividad para compuestos polares no halogenados y no polares

¢ Innoval C18. Fase estacionaria C18 ligada a particulas esféricas de silice completamente
porosa de 5.0 ym de didmetro. Tamafio de poro de 100 A. Dimension de la columna: 4.6 x 100

mm.
Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipos y materiales:
e Peachimetro- potenciémetro Termo Scientific Orion 5 Star.
e Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.
¢ Microcentrifuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134
o Vortex Nevation Modelo iSwix.
¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD.

¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris.
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e Equipo de sistema de alimentacion ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés,
Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.
e Equipo de produccion de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.

o Material volumétrico de borosilicato Clase A.

1.3.2. Softwares para la adquisicion y procesamiento de datos

Para la adquisicion y procesamiento de datos cromatograficos se utilizé el software
Workstation Labsolution LC/GC version 5.73 de Shimadzu.

La generacion de los disefios experimentales, el analisis de datos mediante RLM, como asi
también la determinacién y validaciéon del MODR se llevé a cabo con el software MODDE v.13
(Umetrics, Sartorius).

Para el analisis estadistico de los datos de la validacion del método se utilizo el programa
Microsoft Excel (2013).

1.3.3. Reactivos y muestras

Los estandares farmacéuticos secundarios de EMB (99.3 % p/p s.t.c), INH (100.1 % p/p
s.t.c)y PZA (100.5 % p/p s.t.c.) fueron generados en nuestro laboratorio a partir de materias primas
analizadas segun las respectivas monografias de la Farmacopea Argentina y de la Farmacopea
de Estados Unidos (USP-NF), siguiendo los requerimientos de disposicion de ANMAT (3602-
2018).

Los solventes organicos, acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) de calidad cromatografica y
el acido acético p.a se obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el acido
perclérico 70% p.a. (AP), acetato de amonio p.a (AcNH4), cloruro de metileno p.a. (MeCl) e
hidréxido de sodio p.a. (NaOH) se adquirieron en Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El acetato de
cobre p.a (Ac2Cu) se obtuvo de Anedra de Resaerch AG (Buenos Aires, Argentina) y el acetato de
sodio trihidrato p.a (AcNa. 3H20) de Biopack (Buenos Aires, Argentina). El agua ultrapura se
obtuvo en el laboratorio mediante el sistema de purificacion de agua Millipore Simplicity.

El PB se obtuvo a partir de voluntarios no tratados con los farmacos en estudio.

1.3.4. Soluciones de estandares, muestras calibradoras y muestras de

control de calidad

Todas las soluciones y muestras aqui mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo

y/o la validacién del método.
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Las soluciones reguladoras (SRs) se prepararon en diferentes concentraciones mediante
disolucion de una cantidad determinada de acetato de amonio o acetato de sodio trihidrato p.a. en
agua ultrapura y agregado de un volumen determinado de &cido acético p.a, controlando el pH
mediante el uso de un peachimetro recientemente calibrado.

Las Soluciones Estandares Stock (SESs) de EMB (2.00 mg/mL), INH (2.00 mg/mL) y PZA
(10.00 mg/mL), se prepararon mediante pesada de los estdndares farmacéuticos y posterior
disolucion en agua ultrapura para EMB e INH y en una mezcla agua:MeOH (15:85) para PZA. Las
SES, se prepararon diariamente y para cada ensayo en particular. Las concentraciones exactas
de las SES preparadas se calcularon en funcién de las masas pesadas y la potencia de los
estandares usados en cada caso.

Las SES se diluyeron diariamente con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase
A para obtener Soluciones Estandar Intermedias Combinadas (SEICs) en las concentraciones
objetivo indicadas en la Tabla 1.3.

Las MCs se prepararon en tubos eppendorf mediante la fortificacion de 180.0 uL de PB con
20.0 pL de las diferentes SEICs de manera de obtener 7 niveles de calibracién en los rangos
analiticos de: 2.00 — 20.0 pg/mL para EMB, 3.00 — 20.0 ug/mL para INH y 10.0 — 100 ug/mL para
PZA (Tabla 1.3). Las MCs se prepararon en tres dias diferentes cada vez que se ensayo la curva
de calibrado multinivel segun los requerimientos del procedimiento de validacion.

Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs. Para estas
muestras las SEICs se obtuvieron en cuatro niveles de concentracién: De esta manera las
concentraciones objetivo de cada analito en las SEICs y MQs fueron las mostradas en la Tabla
1.4. Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en dias diferentes segun el requerimiento

de los ensayos de validacion.

Tabla 1.3: Preparacion y rango de concentraciones de las SEISs y las MCs.

Nivel 1 2 3 4 5 6 7
SEICs
Volumen SES EMB (L) 100.0 200.0 3000 4000 600.0 800.0  1000.0
Volumen SES INH (uL) 150.0 22560  300.0 375.0 600.0 800.0  1000.0
Volumen SES PZA (uL) 100.0 2000 3000 4750  650.0 825.0  1000.0
ngmen final, con agua ultrapura 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Concentracion final EMB (ug/mL) 20.0 40.0 60.0 80.0 120 160 200
Concentracion final INH (ug/mL) 30.0 45.0 60.0 75.0 120 160 200
Concentracion final PZA (ug/mL) 100 200 300 475 650 825 1000

MCs
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Volumen SEIC (pL) 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
Volumen PB (L) 180.0 180.0 180.0 180.0 180.0 180.0 180.0
Concentracion final EMB (ug/mL) 2.00 4.00 6.00 8.00 12.0 16.0 20.0
Concentracioén final INH (ug/mL) 3.00 4.50 6.00 7.50 12.0 16.0 20.0
Concentracion final PZA (ug/mL) 10.0 20.0 30.0 47.5 65.0 825 100
Tabla 1.4: Preparacion y niveles de concentracion de las SEICs y MQs.
Nivel LiC NB NM NA
SEICs
Volumen SES EMB (L) 100.0 300.0 500.0 750.0
Volumen SES INH (uL) 150.0 450.0 500.0 750.0
Volumen SES PZA (uL) 100.0 300.0 500.0 750.0
Volumen final, con agua ultrapura (mL) 10.0 10.0 10.0 10.0
Concentracion final EMB (ug/mL) 20.0 60.0 100 150
Concentracion final INH (ug/mL) 30.0 90.0 100 150
Concentracion final PZA (ug/mL) 100 300 500 750
MQs

Volumen SEI (pL) 20.0 20.0 20.0 20.0
Plasma blanco (pL) 180.0 180.0 180.0 180.0
Concentracion final EMB (ug/mL) 2.00 6.00 10.0 15.0
Concentracion final INH (ug/mL) 3.00 9.00 10.0 15.0
Concentracion final PZA (ug/mL) 10.0 30.0 50.0 75.0

Las concentraciones exactas de las SEICs, MCs y MQs se calcularon a partir de las

concentraciones exactas de las SESs utilizadas en cada caso.

1.3.5. Pretratamiento de las muestras de plasma
El pretratamiento mas conveniente para las muestras se estudio y optimizd durante el

desarrollo del método (ver seccion 1.4.2.4.4)
En |a etapa de validacion del método el pretratamiento de las muestras de PB, MC, MQ y/o

MR se llevo a cabo de la misma manera mediante el siguiente procedimiento:

e 200.0 UL de plasma se trasvasaron a un tubo eppendorf de 1.5 mL

e Se agregd 20.0 yL de una mezcla de MeOH y AP (1:1) y se aplicd agitacion por vortex
durante 20 segundos para permitir la precipitacion de proteinas

e Finalmente se centrifugd a 7000 rpm durante 4 minutos y 130.0 pL del sobrenadante se

trasvasaron a un vial de inyeccién con inserto para su procesamiento en el cromatégrafo.
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1.3.6. Sistema cromatografico

Durante el desarrollo del método, el sistema cromatografico se ajustdo desde unas
condiciones iniciales hasta las condiciones 6ptimas con las cuales se lograron los objetivos
propuestos (ver seccion 1.4.2.8).

Finalmente, en la etapa de validacion del método y para el procesamiento de las MRs la
separacion de los analitos se llevo a cabo en una columna Luna PFP (4.6 x 150 mm, 5.0 ym de
tamano de particula). La fase mévil 6ptima consistio en una mezcla de Solucion A: acetato de
cobre en MeOH (equivalente a 60.0 mM de cobre) y Solucion B: SR de acetato de sodio/acético
930 mM y acetato de cobre (equivalente a 60.0 mM de cobre) de pH=5.00, con el gradiente de
elucién presentado en la Tabla 1.5, a una velocidad de flujo de 1.15 mL/min. El volumen de

inyeccion fue de 50 WL y la monitorizacién de los tres analitos fue a una longitud de onda de 270

nm.

Tabla 1.5: Gradiente de elucion del método validado

Tiempo Solucion A Solucién B
(min) (%) (%)

0 10.0 90.0
1.0 10.0 90.0
8.0 90.0 10.0
9.5 90.0 10.0
13.0 10.0 90.0

1.4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.4.1. Definicion del perfil del objetivo analitico

El ATP para el nuevo método analitico fue definido como: “La cuantificacion selectiva de
EMB, INH y PZA en plasma de pacientes bajo tratamiento para la tuberculosis, en el rango
de Cnix esperada para cada antibiético luego de la administracion de la dosis estandar, en
un tiempo de analisis < 15 min y asegurando suficiente exactitud, de modo que los
resultados informados se encuentren dentro de * 15.0 % del valor real (* 20.% en LIC) con
una probabilidad = a 90% determinada con un 95% de confianza.”

Para arribar a esta definicion se consideraron los aspectos fundamentales del alcance del
metodo. Entre ellos se destacan los requerimientos de calidad del resultado de un dosaje de la
concentracion de un farmaco en fluidos biologicos para llevar a cabo MTD, la necesidad de
disponer del resultado en cortos tiempos, las concentraciones maximas esperadas para cada

analito (ver Tabla 1.1) y el tipo de muestra.
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1.4.2. Diseno, desarrollo y comprensién del método
Para llevar adelante este desarrollo, como asi también para la ejecucion de la validacion y

la definicion de las estrategias de control del método, se utilizaron herramientas de gestion de

riesgos.

1.4.2.1. Seleccion de la técnica analitica
En base a los antecedentes bibliograficos se seleccion6 la CLAR en fase reversa con
deteccién UV como técnica analitica con el objetivo de obtener un método accesible para un

laboratorio de mediana complejidad y de bajo costo de aplicacion.

1.4.2.2. Sistema analitico inicial
En funcién de que EMB presenta baja absortividad en el UV se evalué la propuesta del
ensayo de valoracion de la monografia de EMB en comprimidos de la Farmacopea Internacional
(F1) [115], la cual utiliza una fase movil conteniendo iones cobre. El complejo EMB-Cu que se forma
cuando el analito entra en el sistema cromatografico posee absortividad apreciable en el UV

presentando un maximo de absorcion a 270 nm.

A continuacion, se describe el sistema propuesto en la monografia FI para comprimidos de
EMB:

e Columna cromatogréfica: Fase estacionaria C18 ligada a particulas esféricas de silice
completamente porosa de 5.0 um de diametro con las siguientes dimensiones: 4.6 x 150 mm.

e Fase Mdvil: integrada por MeOH y una SR compuesta por acetato de amonio (650 mM) y
acetato de cobre (equivalente a 70.0 mM de cobre) a pH 5.00 ajustado con acido acético.
Proporcién SR:MeOH (94:6).

o \Velocidad de flujo 2.0 mL/min.

¢ Modo de elucion: isocratico.

e Volumen de inyeccion: 20 L de soluciones de concentracion aproximada de 200 ug/mL.

o Deteccion: longitud de onda de 270 nm.

o Tiempo de retencion de EMB: 6.0 minutos aproximadamente.

¢ No se indica ni control de temperatura del inyector, ni del horno de la columna.

En base a este antecedente, como punto de partida para el desarrollo del nuevo método,
se ensayo un sistema cromatografico conformado por una combinacion de fase estacionaria C18

y una fase movil compuesta por una SR preparada como indica la FI. Como modificador organico
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se propuso una combinacién de MeOH y ACN con gradiente de elucién segin Tabla 1.6, a los
fines de estudiar la separacion de los tres analitos. La velocidad de flujo se establecié en 1.00
mL/min y la temperatura del horno de columna se mantuvo constante en 25°C. El volumen de

inyeccion fue de 20 pL y la deteccion se realizé a una longitud de onda de 270 nm.

Tabla 1.6: gradiente de elucién inicial

Tiempo MeOH SR ACN
(min) (%) (%) (%)
0 4.0 96.0 0
3.00 4.0 96.0 0
10.0 50.0 0 50.0
15.0 4.0 96.0 4.0

A partir de este sistema inicial se realizaron algunas pruebas preliminares para estudiar el
efecto de algunos factores de manera univariada. Esto permitid6 conocer la incidencia de los
mismos en la performance del método y tomar decisiones tempranas en cuanto a la seleccion de

algunos parametros y/o el estudio de otros mediante disefios experimentales.

1.4.2.3. Identificacion de riesgos

Mediante la confeccion de un Diagrama de Ishikawa (Fig. 1.1), se identificaron de manera

sistematica las variables con posible incidencia sobre el rendimiento del sistema cromatografico.

Composicion Vdelnmdad
Volumen de e Flujo
inyeccion Solucién
-—-—)
Reguladora
Gradiente 3
de elucién
Concentracion Solvente
Temperatura —3 orgamco
Concentracion de Cobre =——3

Fase Concentracion ——>
estacionaria
Longitud de onda pka ——>
Temperatura de deteccion —>
del horno Absortividad —>
Dimensiones ————> Polaridad =—

(longitud. diametro, tamafio de
particula)

Figura 1.1; Diagrama de Ishikawa para identificacion de riesgos. Factores asociados al rendimiento del sistema
cromatografico.
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1.4.2.4. Fase de exploracion y conocimiento inicial del sistema.

Una vez identificados los factores asociados al desempefio del método, el efecto de
algunos de ellos se evalu6 de manera univariada para obtener un conocimiento inicial del sistema.
Esto permitid, por un lado, tomar decisiones tempranas en cuanto a los niveles operativos de
alguno de ellos, como, por ejemplo, la columna cromatografica, la incorporacion de cobre en la
fase movil, longitud de onda de monitoreo. Por otro lado, permiti6 determinar cuéles eran los

factores que convenia seguir estudiando para encontrar condiciones operativas robustas.

1.4.2.4.1. Seleccion de la columna y la longitud de onda

Se evaluaron las columnas de iguales dimensiones, pero diferentes fases estacionarias. Por
un lado, una columna con fase estacionaria C18 (150 x 4.6 mm, 5.0 um) (C1) y por otro una
columna de tecnologia novedosa con fase estacionaria de PFP (150 x 4.6 mm, 5.0 ym) (C2),
resultando ambas de rendimiento similar para la separacion de los analitos.

En la Figura 1.2 se muestran los cromatogramas obtenidos en ambas columnas a partir de
una solucién acuosa concentrada que contiene EMB, INH y PZA, en una concentracion de: 20
Mg/mL, 30 pg/mL y 200 ug/mL, respectivamente utilizando el sistema analitico inicial. Puede
observarse aqui que con la columna C2, se obtienen mayores tiempos de retencion de los analitos
(corrimiento aproximado de 2.0 min para INH y PZA) mientras que para EMB fue menos

significativo (corrimiento aproximado de 0.9 min).
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Figura 1.2: Cromatogramas registrados a 270 nm de una solucioén acuosa combinada con EMB (20 ug/mL), INH (30
Hg/mL) y PZA (200 umg/L) con dos columnas cromatogréficas: Innoval C18 (150 x 4.6 mm, 5.0 um) (C1) en negro y
Luna PFP (150 x 4.6 mm, 5.0 um) (C2) en azul.
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En base a lo observado y debido a la alta proporcién acuosa inicial de la fase movil, se
decidio continuar el desarrollo con la C2 para evitar desgastes de la fase C18 que generaran en
el tiempo cambios en la retencion de los analitos y en la selectividad del método. La novedosa
fase estacionaria de PFP es estable cuando se utilizan fases moviles 100% acuosas y esta
recomendada para la separacion simultanea de compuestos polares y no polares. Esto permitio
estudiar otras posibilidades del gradiente de elucion, sin cambios en el orden de elucién y sin
comprometer la vida atil de la columna cromatografica.

Respecto a la longitud de onda para la deteccion de los analitos, se selecciond 270 nm, que
es en la que INH y el complejo EMB-Cu presentaron mayor absorcion. En el caso de PZA también

se ve favorecida en esta longitud de onda (Fig. 1.3).
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Figura 1.3: Espectros de absorcién obtenidos de un cromatograma de una solucion acuosa del complejo EMB-Cu
(color verde), INH (color azul) y PZA (color azul) con DAD.

1.4.2.4.2. Seleccion de la fase movil y gradiente de elucion

Si bien la solucién acuosa inicial de la fase movil usada en ensayos preliminares, se
compuso de una SR compuesta de acetato de amonio/acido acético y acetato de cobre a pH =
5.00, finalmente se opto6 por utilizar acetato de sodio en la conformacion de la SR, debido a que
este reactivo es mas estable y genera menos ruido en la linea de base. En relacion al pH de la SR
el mismo se mantuvo siempre en un valor de 5.00, tal como como se indica en la monografia
farmacopeica de EMB. No se estudiaron variaciones de este factor, sobre todo teniendo en cuenta
que a pH superiores a 5.00 podria formase hidroxido de cobre [102] y precipitar originando
problemas de taponamiento en el cromatografo.

Como modificador organico se evaluaron MeOH, ACN y una mezcla de ambos. Para ello se
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us6 el mismo gradiente de eluciéon (Tabla 1.6), la misma SR y la misma solucién acuosa
conteniendo los analitos. Se observé en estas pruebas que al utilizar sélo ACN como modificador
la sefal analitica (SA) de EMB disminuye aproximadamente 45% respecto a la utilizacién de una
mezcla de solventes (ACN y MeOH), mientras que con MeOH la SA aumenta un 38% lograndose
por lo tanto mayor sensibilidad para este analito (Fig. 1.4). En el caso de INH y PZA también se
observé una disminucion en la SA con ACN, aunque no tan pronunciada como la de EMB. Por otro
lado, como era de esperarse el uso de ACN disminuyé los tiempos de retencion y el ancho de los
picos cromatograficos, pero a pesar de este efecto beneficioso, se descartd su utilizacién en la
fase mavil priorizando la sensibilidad del método para la cuantificacion de EMB.

Definido el modificador organico (MeOH) y con el fin de evitar el decaimiento pronunciado
que se producia en la linea de base al cambiar la composicion de la fase mévil (Fig. 1.2) se agreg6
al MeOH, la misma cantidad de cobre agregada a la SR. De esta manera se obtuvo una linea de
base menos pronunciada cercana al tiempo de retencion de EMB, lograndose una mejor
integracion del pico cromatografico (Fig. 1.4, cromatograma representado en color azul).
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Figura 1.4: Cromatogramas registrados a 270 nm de una solucién acuosa combinada de EMB (20 ug/mL), INH (30
hg/mL) y PZA (200 ug/mL) con una fase mévil compuesta por SR con cobre y ACN (color rojo), MeOH (color verde)
y MeOH con cobre (color azul) como modificadores organicos.

1.4.2.4.3. Evaluacion de la sefal endégena

Posteriormente se estudidé la sefial cromatografica de muestras de plasma humano

conteniendo los analitos. Para esto se fortificd un PB utilizando una solucion acuosa combinada,
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se aplico el pretratamiento de muestra que se detalla en la seccion 1.4.2.4.4 y se inyectd un
volumen de 50 pL del plasma tratado y utilizando el gradiente de elucion descripto en la Tabla 1.5,
obteniéndose el perfil de elucién que se muestra en la Figura 1.5. Como se observa en esta figura,
el plasma present6 algunos picos cromatogréficos correspondientes a compuestos enddgenos
(CE) que no interfieren en la deteccion de los analitos, excepto uno de ellos que eluye cercano a

EMB, el cual se tuvo en cuenta en las etapas posteriores del desarrollo del método.
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Figura 1.5: Cromatograma registrado a 270 nm de una muestra de plasma fortificado con EMB (6.00 ug/mL), INH
(6.00 pg/mL) y PZA (20.0 pg/mL).

La concentracion de cada analito, la SA obtenida para cada uno de ellos, como asi también,
los tiempos de retencion y las resoluciones (Rs) entre picos adyacentes se muestran en la Tabla
1.7.

Tabla 1.7: Sefiales analiticas en plasmas fortificados

. Concentracion en  Tiempo de retencién Sefial analitica - Area
Analito . Rs
plasma (ug/mL) (min) (mAu)
Isoniacida 6.14 4.62 290 29530
Pirazinamida 19.35 5.27 ' 1375220
Compuesto Enddgeno - 9.01 219 13913
Etambutol 5.81 9.44 ' 161425

1.4.2.4.4. Pretratamiento de la muestra de plasma

Se evaluaron diferentes pretratamientos de las muestras de plasma para PP combinando o
no con una etapa de ELL para separar los lipidos y reextraer el solvente precipitante:

a) PP con ACN en una proporcion (1:2) respecto al plasma'y ELL con MeCl en proporcién (1:1)
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respecto al desproteinizado.

b) PP con ACN en una proporcion (1:2) respecto al plasma.

¢) PP con MeOH en una proporcion (1:2) respecto al plasma y ELL con MeCl en proporcion
(1:1) respecto al desproteinizado.

d) PP con MeOH en una proporcién (1:2) respecto al plasma.

e) PP con &cido perclorico: 10 pL de AP para un volumen total de plasma de 200 uL

f) de 20 pL de una mezcla AP:MeOH (1:1) para un volumen total de plasma de 200 pL

En los tratamientos con solventes como precipitantes de proteinas (a-d) se observd muy
poca sefal y deformacion de los picos cromatograficos de INH y PZA. La ELL con MeCl por su
parte implicé la pérdida de sefial para el EMB, indicando que este analito se re-extraia con el MeCl.
Las muestras sometidas a pretratamiento con AP presentaron buena sefal para todos los analitos,
siendo la mejor la del tratamiento f ya que al proveer MeOH a la composicion final del solvente de

muestra previene la deformacion del pico de INH (Fig. 1.6).
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Figura 1.6: Procedimiento adoptado para el pretratamiento de las muestras de plasma.

1.4.2.5. Evaluacion de riesgos

Durante la etapa de exploracion inicial del sistema se lograron un pretratamiento de muestra
y un sistema cromatografico inicial con los cuales se obtuvieron SAs relativamente adecuadas
para la cuantificacion de INH y EMB en plasma en los rangos terapéuticos. Sin embargo, la sefial
analitica de estos analitos debia mejorarse para garantizar suficiente sensibilidad, precision y
exactitud. Por otro lado, se verificd que la sefal analitica de PZA en el rango terapéutico no
presentaba inconvenientes en las condiciones ensayadas. En relacién a las Rs entre los picos de
los analitos y/o con CEs de las muestras de plasma, las mismas fueron suficientemente buenas
para garantizar la selectividad del método para los tres antibiéticos, siendo la mas comprometida
la Rs entre los picos de INH y PZA y la de EMB con un CE. Finalmente, el tiempo de la corrida
cromatografica resultd apropiado en relacion a lo propuesto. En base a estos resultados y con el

objetivo de optimizar el método de manera de garantizar los requerimientos del ATP, se continud
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con un estudio méas profundo y detallado del sistema.

1.4.2.6. Atributos criticos del método

En base a lo anteriormente expuesto se definieron como CMAs las variables respuestas
dadas por las SAs (areas de pico) de EMB e INH y las Rs entre los picos cromatograficos de INH
y PZA, y la de un CE con EMB, de manera de no perder la selectividad lograda inicialmente. Por
lo tanto, se identificaron y definieron un total de 4 (cuatro) CMAs y se establecieron para ellos
criterios de aceptacion a los fines de asegurar el cumplimiento del ATP (Tabla 1.8).
Particularmente, para definir los criterios de aceptacion para las areas de pico de EMB e INH se
tuvo en cuenta la necesidad de obtener LICs de al menos 2.00 pg/mL y 3.00 ug/mL para EMB e
INH, respectivamente. Con este objetivo se establecieron los valores minimos aceptables para
ambas sefales analiticas al evaluar muestras de plasma fortificadas al doble de los LICs
requeridos, es decir a 4.00 pg/mL para EMB y a 6.00 pg/mL para INH. Para las Rs se
establecieron criterios de aceptacion de al menos 1.0 garantizando resolucion de los picos en linea

de base.

Tabla 1.8: Atributos criticos del método y criterios de aceptacion

CMAs - Respuestas (y) Descripcion Criterios de aceptacion
y1 Area de INH > 60000
y2 Rs INH - PZA 210
y3 Area de EMB > 80000
y4 Rs CE—EMB 1.0

1.4.2.7. Parametros criticos del método

Habiéndose fijado en la etapa inicial las condiciones operacionales de algunas de las
variables del método (columna cromatografica, temperatura de la columna y del inyector, volumen
de inyeccion y composicién de la fase movil) se identificaron tres factores cuyos niveles
modificados dentro de un rango experimental inicial, podian tener efectos significativos sobre
alguno de los CMAs. Estos factores fueron escogidos como posibles CMPs (Tabla 1.9) y fueron
por lo tanto estudiados en mayor profundidad para establecer la magnitud de sus efectos sobre

cada uno de los CMAs, asi como también la existencia de interacciones entre ellos.

Tabla 1.9: Probables parametros criticos del método y rangos experimentales evaluado

Probables CMPs — Factores
(x)

Descripcion Rango Experimentales
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x1 Concentracion de la SR 500 - 800 mM
x2 Concentracion de cobre en la fase movil 50.0-80.0 mM
x3 Velocidad de Flujo de la fase movil 1.00 — 1.30 mL/min

Los rangos experimentales que se muestran en la Tabla 1.9 se fundamentan en los
resultados obtenidos en la etapa inicial de desarrollo del método. En particular, se decidié evaluar
las variables entorno a las condiciones centrales propuestas anteriormente, es decir:
concentracion de cobre 70.0 mM, concentracion de la SR 650 mM y en el caso de la velocidad de
flujo se decidié evaluar el rango entre 1.00 y 1.30 mL/min, estableciendo el valor de 1.30 mL/min

como maximo debido a la presidn que se genera en el equipo a velocidades de flujo mas altas.

1.4.2.7.1. Evaluacion del efecto de los factores y del entorno

experimental. Disefios de primer orden.

Para una primera evaluacion de los efectos de los factores y del entorno experimental
seleccionado se utilizo un DFC1 en dos niveles con tres repeticiones del punto central generado
mediante el programa MODDE. Los CMAs descriptos en la Tabla 1.9 fueron asignados como las
respuestas en los cromatogramas obtenidos a partir de muestras de plasma fortificado con los
analitos en las siguientes concentraciones: 6.00 ug/mL, 4.00 pg/mLy 40.0 pg/mL para INH, EMB
y PZA, respectivamente.

Como puede observarse en la Tabla 1.10, las Rs entre los picos cromatograficos de INH —
PZA como asi también entre CE — EMB resultaron superiores a 1.0, garantizando la selectividad
del método en este entorno experimental. Sin embargo, los rangos de las respuestas para las
areas de pico de INH y EMB incluyen valores muy por debajo de lo deseado, notandose ademas

que la SA de INH resulté menos favorecida que la de EMB.

Tabla 1.10: Plan de experimentacion y resultados del disefio DFC1.

CMPs? CMAs®
Corrida x1 x2 x3
(mM) mM)  (mUmin) 7T y2 y3 y4

1 500 50.0 1.00 45595 2.268 95894 1.365
2 800 50.0 1.00 66359 1.990 168666 1678
3 500 80.0 1.00 41268 2,018 131445 1331
4 800 80.0 1.00 66088 1.968 128367 2.356
5 500 50.0 130 42551 2.104 66654 1697
6 800 50.0 130 77793 1.835 118699 2134
7 500 80.0 130 35422 1.894 71247 1453
8 800 80.0 130 60609 1789 69331 2,034
9 650 65.0 115 51511 2,000 170543 1672
10 650 65.0 115 50549 1.988 166639 1.889
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11 650 65.0 115 51204 1.997 168315 1.886
Minimo 41268 1.835 66654 1.331
Rango de respuestas
Maximo 77793 2.268 170543 2.356

aCMPs: x1: concentracion de la SR (mM), x2: concentracion de cobre en la fase mévil (mM) y x3: velocidad de flujo
de la fase movil (mL/min).
b CMAs: y1: areade INH, y2: Rs INH-PZA, y3: area de EMB e y4: Rs CE — EMB.

Con los datos recopilados se obtuvieron, mediante regresion lineal multiple, los modelos
lineales para describir el comportamiento de cada CMA en funcion de los niveles de los factores.
Se evalud la significancia (valor p <0.05) de los coeficientes de regresion de las variables y sus
interacciones, mediante el anélisis de varianza (ANOVA), de manera que permitieran evaluar los
efectos de los factores estudiados (Fig. 1.7). Como puede observarse, todos los factores
estudiados tienen efectos significativos sobre una o mas de una respuesta, confirmandose de esta

manera que efectivamente son CMPs.
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Figura 1.7: Representacion de los efectos, sus interacciones y su significancia para los CMPs (x1, concentracion de
cobre; x2, concentracion de la SR; x3, velocidad de flujo) sobre cada uno de los CMAs en el DFC1. La magnitud del
efecto se representa por los histogramas, resultando efectos positivos aquellos que se encuentran por encima de y=0,
y los negativos hacia debajo de y=0. Los efectos resultan significativos si la barra de error no atraviesa el eje y.

En particular para y3, el modelo lineal resultd no significativo (valor p = 0.297) con falta de
ajuste (valor p = 0.002) significativa. Ademas, el analisis de curvatura para el modelo de esta
respuesta resulté significativa indicando la necesidad de incluir términos de segundo orden al
modelo para lograr el ajuste de un modelo que describa el comportamiento de esta respuesta.

A pesar de los resultados poco informativos obtenidos para y3, en general se observé que

el principal efecto sobre las respuestas en su conjunto fue el de la concentracion de la SRy el de
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la interaccion de este factor con la concentracion de cobre (x1x2). La velocidad de flujo mostré
un efecto negativo sobre tres de los CMAs, a excepcion de y4.

Para una mejor compresion del comportamiento del sistema en este entorno experimental,
se analizaron las graficas de contorno de todos los CMAs en funcién de la concentracion de la SR
y de cobre (Fig. 1.8). Como se observa en |a Figura 1.8, manteniendo la velocidad de flujo en 1.15
mL/min (punto central del DFC1) el aumento de la concentracion de la SR favorece
fundamentalmente a y1 pero también a y3 e y4. Por otro lado, el aumento de la concentracion
de cobre favorece la resolucion entre CE — EMB, pero no asi la de INH — PZA, ni la SA de EMB.

En el caso de la SA de INH, esta no es afectada por la concentracion de cobre.

50
500 550 600 650 700 750 800

Concentraciéon de cobre (mM)

. 50
500 550 600 650 700 750 800 500 550 600 650 700 750 800

Concentracion de la SR (mM)

Figura 1.8: Graficas de contorno de los CMAs (y1: area de INH, y2: resolucion de INH — PZA, y3: dreade EMB e
y4: resolucion de CE - EMB) en funcién de la concentracion de cobre en la fase mévil y la concentracion de la SR a
una velocidad de flujo de 1.15 mL/min.

En concordancia con estos resultados y de acuerdo a la metodologia secuencial de DOE,
se evalud un nuevo entorno experimental buscando condiciones mas favorables, es decir lograr
aumentar la sensibilidad del método mediante el aumento de la sefial analitica de INH y EMB, sin
perder selectividad.

Nuevamente se aplicé un DFC (DFC2) con tres repeticiones del punto central para evaluar
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en este caso los dos CMPs con mayor efecto: concentracion de cobre y de la SR. De esta manera
utilizando la misma muestra que en el disefio anterior (DFC1) se corrieron 7 (siete) nuevos puntos
experimentales. En este caso la velocidad de flujo se fijo en 1.15 mL/min y se mantuvo el rango
de concentracion de cobre (50.0 — 80.0 mM), expandiéndose solo la concentracion de la SR (800
- 1200 mM).

Las respuestas obtenidas en el nuevo dominio experimental fueron modeladas y se
evaluaron los efectos de las variables mediante ANOVA. Los resultados obtenidos con el
experimento del DFC2 (Tabla 1.11) demostraron que la concentracion de la SR tiene un efecto
significativo sobre la mayoria de las respuestas. De la misma manera la concentracion de cobre
tiene efecto significativo sobre y1, y3 e y4. Ademas, tanto la resolucion de INH — PZA como la
de CE — EMB se mantuvieron por encima de 1.00, llegando incluso a valores mayor o igual a 1.50.
La SA de INH mejor6 considerablemente en este entorno experimental, pero no asi la EMB. Sin

embargo, esta respuesta critica se mantuvo siempre dentro de valores aceptables.

Tabla 1.11: Plan de experimentacion y resultados del disefio DFC2.

CMPs= CMAsP

Corrida (;,\1") (;:’I) 1 y2 y3 ya
1 800 50.0 73295 1.87 181695 1.58
2 1200 50.0 122731 1.51 96442 2.64
3 800 80.0 58694 1.85 118164 1.95
4 1200 80.0 92895 1.47 90946 2.90
5 1000 65.0 124124 1.60 108799 2.70
6 1000 65.0 121681 1.62 108743 2.75
7 1000 65.0 119004 1.59 106109 2.89
Rango de respuestas Minimo 58694 1.47 96442 1.58
Maximo 124124 1.87 181695 2.90

a CMPs: x1: concentracion de la SR (mM) y x2: concentracidn de cobre en la fase mévil (mM).
bCMAs: y1: area de INH, y2: Rs INH-PZA, y3: &rea de EMB e y4: Rs CE — EMB.

1.4.2.7.2. Generacion de conocimiento detallado del sistema. Disenos de

segundo orden.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al aplicar ambos disefios de screening, se
genero un disefio experimental de segundo orden para evaluar en detalle los efectos de los dos
principales CMPs e identificar las condiciones experimentales dptimas para cumplir con los

criterios establecidos para todos los CMAs de manera simultanea.

82



Yamile Caro - LCCM - FBCB - UNL
CAPITULO 1

El disefio DFC2, se aumentd mediante el uso del software, agregando nuevos puntos
experimentales adecuadamente distribuidos dentro del entorno experimental, de manera de
obtener un DDO1 que permitiera evaluar el efecto de los términos cuadraticos.

La matriz experimental y las respuestas obtenidas al ejecutar estos nuevos puntos
experimentales se muestran en la Tabla 1.12. Como se observa, todos los CMAs alcanzaron
valores aceptables en la mayoria de las corridas cromatograficas, por consiguiente, las respuestas
fueron modeladas y analizadas para encontrar una solucion apropiada dentro del entorno

experimental evaluado.

Tabla 1.12: Plan de experimentacidn y resultados obtenidos al aplicar el DDO1

CMPs? CMAsP
Corrida 1 >

(mM) (;M) y1 y2 y3 v4
1 800 50.0 73295 1.87 181695 1.58
2 1200 50.0 122731 1.51 96442 2.64
3 800 80.0 58694 1.85 118164 1.95
4 1200 80.0 92895 1.47 90946 2.90
5 1000 65.0 124124 1.61 108799 2.70
6 1000 65.0 121681 1.61 108743 2.75
7 1000 65.0 119004 1.59 106109 2.89
8 1200 70.0 109055 1.48 88613 2.49
9 933.3 50.0 89569 1.59 126849 1.70
10 1068 50.0 118675 1.54 118223 2.04
11 933.3 80.0 97816 1.53 86320 1.75
12 1068 80.0 96857 1.54 120801 2.69
13 1000 65.0 115641 1.51 128471 2.44
14 1000 65.0 113629 1.55 128073 2.35
Rango de respuestas Minimo 58694 1.47 86320 1.58
Maximo 124124 1.87 181695 2.89

a CMPs: x1: concentracion de la SR (mM) y x2: concentracién de cobre en la fase mévil (mM).
bCMAs: y1: drea de INH, y2: Rs INH-PZA, y3: &rea de EMB e y4: Rs CE — EMB.

En la Tabla 1.13 se resumen los resultados de los modelos. Se obtuvo para cada uno el Rz
adj para estimar la bondad del ajuste y Q? para evaluar la capacidad del modelo para predecir
nuevas observaciones. Para el modelo de y3 el Q2 es bajo respecto al de los demas, lo fue debido
a la mayor variabilidad en los resultados obtenidos para las mismas condiciones experimentales.
Este resultado afecta en cierta medida al R?, el cual también resulté méas bajo en comparacion al

resto. De todas maneras, los modelos resultaron significativos.
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Tabla 1.13: Analisis de los modelos ajustados
Términos ANOVA valor pb
Término? Rz -
CMA Rango Modelo  significativos . Falta de . Q2
Adicionado  Modelo adj.
(xi) Ajuste
58694 - x1,x2,x1?,
y1 Cuadratico - <0.0001 0.071 0896 0.727
124124 x22
147 -
y2 1 85 Cuadratico x2, x2? - <0.0001 0.416 0873 0.820
86320 -
y3 Lineal x1,x2,x1x2 - 0.0020 0.302 0.758  0.448
181695
1.58 -
v4 589 Cuadratico  x1,x2,x22 x2 0.0060 0.256 0.700  0.428

aTermino adicionado para mantener la jerarquia.
b Valor p menor a 0.05 indica parametro significativo.

A continuacion, se obtuvieron y evaluaron las graficas de contorno de cada modelo ajustado.
En la Figura 1.9 se puede observar claramente, el comportamiento de cada uno de los CMAs. Si
bien, todas respuestas se encuentran dentro de un rango de valores aceptables, las mas
comprometidas fueron y1 e y3, teniendo en cuenta que el objetivo principal era obtener
condiciones experimentales que maximicen la sensibilidad del método. Por lo tanto, fue requisito

lograr un compromiso entre estos dos CMAs para definir el MODR.
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Figura 1.9: Gréficos de contorno de los modelos ajustados para cada CMA en el entorno experimental evaluado en
funcion de los CMPs a una velocidad de flujo constante de 1.15 mL/min
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1.4.2.8. Definicion del MODR, punto 6ptimo, punto robusto y espacio de

control

El MODR se definié en este caso mediante simulaciones de Monte Carlo a partir de los
modelos de regresion ajustados, considerando la incertidumbre de los coeficientes y |a variabilidad
esperable para los CMPs (concentracion de la SR + 50 mM y concentracion de cobre £ 5.0 mM).
Esta simulacion permitié estimar la probabilidad de falla de alcanzar los objetivos propuestos
(Tabla 1.8). Esto puede verse graficamente como el espacio de disefio (segun MODDE). Para
generar esta grafica fue necesario establecer un limite de aceptacion de no cumplir con los criterios
establecidos para las CMAs, que en este caso fue del 5%, y el tipo de intervalo de estimacion
requerido (en este caso se seleccion6 una tolerancia del 95% con una confianza del 95%) (Fig.
1.10).

Dentro del MODR, se obtuvo un punto 6ptimo (indicado como un circulo en la Fig. 1.10) y
un punto robusto (indicado como una cruz en la Fig. 1.10). El punto éptimo refiere a las condiciones
experimentales que proporcionan el maximo de la funcion Deseabilidad considerando los objetivos
de optimizacion fijados para los CMAs, mientras que el punto robusto proporciona condiciones
experimentales que son menos sensibles a las variaciones de los CMPs, manteniendo la calidad
de los CMAs dentro de los limites establecidos (Tabla 1.14).

El punto 6ptimo resulté en la siguiente combinacién de los CMPs: concentracion de la SR
igual a 1019 mM y concentracion de cobre de 61.6 mM; mientras que el punto robusto resulté en
una concentracion de la SR de 930 mM y una concentracion de cobre de 60.0 mM. En términos
de probabilidad de falla, este Ultimo presentoé menor riesgo de cumplimiento de los criterios, 1.7 %

frente a 4.8 % para el punto 6ptimo.

Tabla 1.14: Criterios para la optimizacion

Criterios de aceptacion

Parametro Objetivo — — -
Limite inferior Limite superior

CMPs x1 En rango 800 1200

x2 En rango 50.0 80.0

y1 Maximizar 60000 90000
CMAS y2 Maximizar 1.0 1.5

y3 Maximizar 80000 110000

y4 Maximizar 1.0 1.5

Por otro lado, en la Figura 1.10 se muestra un rectangulo en linea de punto que corresponde
a una visualizacion en 2D de un volumen (hipercubo) en torno al punto robusto y que define el EC

del método. Dentro de este hipercubo ninguna combinacion de los CMPs compromete el alcance
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de los criterios de aceptacion de los CMAs resultando en las siguientes probabilidades de fallar:
y1= 0.01%, y2 = <0.01%, y3 = 1.0% y para y4= 0.68% (en el punto robusto). Los limites
corresponden a la variacion de los CMPs (x1= 880 — 980 mM y x2= 55.0 - 65.0 mM) donde las
probabilidades de no cumplir con los criterios resultaron las siguientes: para x1 =880 mMy x2 =
55.0 mM en 4.71 %, para x1 = 880 mM y x2 = 65.0 mM en 3.50%; para x1 =980 mMy x2 =
55.0mMen 2.32% y para x1 = 980 mMy x2 = 65.0 mM en 4.54%.

80
75
70
65

60

(%) el1es ap pepiliqeqoid

55-

Concentracion de Cobre (mM)

800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1 20(. 1

Concentracion de la SR (mM)

Figura 1.10: MODR para todos los CMAs en funcién de los CMPs expresado como un mapa de probabilidad de falla
%. La zona verde representa el MODR. El punto optimo (x1=61.6 mM y x2= 1019 mM) esta representado por un
circulo negro y el punto robusto (x1=60.0 mM y x2= 930 mM) como una cruz negra. Los nimeros dentro de los
recuadros blancos representan la probabilidad de falla expresada en % y el rectangulo en linea de punto representa
el espacio de control.

Para establecer las condiciones operativas del método se selecciond, en este caso, al punto
robusto como punto de trabajo. En este punto las respuestas predichas por los modelos ajustados
para cada CMA junto a sus intervalos de tolerancia del 95 % fueron: y1 = 109611 (101835 -
117387), y2 =1.63 (1.59 — 1.67), y3 = 131461 (120930 - 141991) e y4 = 2.29 (2.01 — 2.58).

1.4.2.9. Validacion experimental del espacio de control
Las respuestas predichas por los modelos para el punto de trabajo, al igual que el EC fueron
validados experimentalmente mediante un enfoque multivariado aplicando un disefio de primer
orden. Para tal fin se corri6 un DDO2 con un total de 7 pruebas experimentales con 3 réplicas del

punto de trabajo. Los rangos de variacion de los CMPs fueron x1= 880 — 980 mM y x2= 55.0 -
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65.0 mM, y centrados al alrededor del punto de trabajo y en concordancia con el espacio de control.
Se utilizé una muestra de plasma fortificado con los tres analitos en las mismas concentraciones
evaluadas en el resto de los disefos.

Los resultados de la aplicacion del DDO2 se muestran en la Tabla 1.15, los que

evidenciaron que hay un alto grado de aseguramiento en lograr los objetivos propuestos.

Tabla 1.15: Plan de experimentacion y resultados del DDO?2

CMPs? CMAsP
Corrida 1 >

(mM) (;M) y1 y2 y3 v4
1 55 880 109029 1.56 130906 2.35
2 55 980 104618 1.70 99683 2.78
3 65 880 104896 1.51 91506 2.44
4 65 980 104442 1.60 106462 1.71
5 60 930 103490 1.70 135618 2.58
6 60 930 109207 1.70 132429 2.49
7 60 930 104515 1.70 136327 2.65

a CMPs, x1: concentracion de la SR (mM) y x2: concentracidn de cobre en la fase mévil (mM).
bCMAs, y1: areade INH, y2: Rs INH — PZA, y3: area de EMB e y4: Rs CE — EMB.

Finalmente, se confirmé experimentalmente (n=3) la calidad de los CMAs mediante la
evaluacion del punto de trabajo. Las respuestas en promedio fueron: y1= 105735, y2=1.70, y3
= 134791, y4= 2.57, en concordancia con lo predicho por los modelos y confirmando de esta

manera que las condiciones experimentales seleccionadas proporcionan robustez al método (Fig.
1.11).
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Figura 1.11: Cromatograma registrado a 270 nm en las condiciones del punto de trabajo, de una muestra de plasma

fortificada con EMB (4.0 pg/mL), INH (6.0 pug/mL) y PZA (40 pg/mL) (azul) frente a una muestra de plasma blanco
(negro).
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Como se observa en la Figura 1.11, definiendo las condiciones operacionales en el punto
de trabajo se logré una disminucion en los tiempos de retencion de los analitos: 4.23 min., 4.82
min. y 8.72 min para INH, PZA y EMB en relacion con los obtenidos antes de la optimizacién del
método (Tabla 1.7 y Fig. 1.5). Se alcanzaron también, sefiales analiticas adecuadas de acuerdo
alos criterios establecidos para lograr la sensibilidad requerida. Esto se manifesté principalmente
en el area obtenida para INH, la que aument6 de 29530 a 109611 para una misma concentracion
en plasma. Finalmente, la selectividad del método se mantuvo dentro de los criterios establecidos

superando el limite de 1.5 en todas las Rs evaluadas.

1.4.3. Validacion del método

En primer lugar, se redactaron los Procedimientos Operativo Estandar Bioanalitico de
Medicamentos para la determinacion de etambutol, isoniacida y pirazinamida en plasma humano
(POE_BAM_008) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estandar de Validacion
(POE_VBAM_008), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestion de la Calidad del
LCCM - FBCB - UNL.

Los parametros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de
calibrado y modelo de prediccidn, precision intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud
(evaluacion conjunta del sesgo y precision) y la estabilidad de las muestras procesadas en el

inyector siguiendo recomendaciones de la guia de validacion de método bioanaliticos ICH [70].

1.4.3.1. Selectividad

Como se menciond anteriormente, la selectividad se abordd desde el inicio del desarrollo
del método, estableciendo condiciones de trabajo que garanticen resoluciones satisfactorias de
los analitos de interés. La selectividad se asigné demostrando la ausencia de sefial analitica en
los tiempos de retencion de los analitos de interés durante el analisis del solvente de inyeccion
(n=3) y de plasmas heparinizados obtenidos de diferentes personas no medicadas (n=6), Estos
resultados se muestran en la Figura 1.11, donde se observa que ni el solvente de inyeccién ni el
PB presentaron sefial en los tiempos de retencion de INH, PZA y EMB a la longitud de onda de

monitoreo de los analitos.
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1.4.3.2. Curva de calibrado y modelo de prediccién
Para establecer los modelos de prediccion del método para cada uno de los analitos se
construyeron curvas de calibrado multinivel con las MCs descritas en la Tabla 1.3 de la seccién
1.3.4 en sietes niveles de concentracion por duplicado cada nivel en tres dias diferentes. Esto
resulté en un total de nueve curvas de calibrado, tres para cada analito.
En la Tabla 1.16 se muestran los resultados obtenidos en un dia de trabajo. Resultados

similares se obtuvieron para los otros dos dias.

Tabla 1.16: parametros de regresion estimados a partir de las curvas multinivel para cada analito.

Parametro
EMB INH PZA
Analito
Rango analitico (ug/mL) 2.0-20 3.0-20 10-100
R? 0.9981 0.9966 0.9930
Peso - - 1/x2
Pendiente (b) 24967.2 22977.2 82860.5
Sh 311.7 388.2 2018.0
Ordenada al origen (a) -15069.9 -17785.3 110679.0
Sa 3586.1 4208.7 44333.2
IC 95% [(-22883.3)) - (-7256.4)]  [(-26995.1) - (-8615.4)]  [14085.4 — 207273.0]

La ecuacion de regresion esta dada por y = a + bx; R?, coeficiente de determinacion del modelo de regresion
Sa: desvio estandar de la ordenada al origen y Sh, desvio estandar de la pendiente.
IC 95%, intervalo de confianza de la ordenada al origen calculado con un 95% de confianza.

De esta manera, los modelos de prediccion quedaron representados por la ecuacion
general:
SA—a

P
¢ b

donde SA es la sefial analitica, a es la ordenada al origen de la ecuacion de regresion, b es la
pendiente de la ecuacion de regresion y CP es la concentracion predicha del analito en la MC, MQ
o MR.

1.4.3.3. Precision intra-ensayo e inter-ensayo
El estudio de precision se llevd a cabo mediante el procesamiento de las MQ descritas en
la Tabla 1.4 de la seccién 1.3.4, es decir cuatro niveles de concentracién por quintuplicado en tres
dias diferentes.
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la precision se muestran en la Tabla 1.17

Como se observa, tanto para repetibilidad como para precision intermedia se cumplen con los
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criterios de aceptacion establecidos para métodos bioanaliticos (CV < 15% para todos los niveles,
excepto para LIC donde el CV < 20%).

1.4.3.4. Sesgo

Para el estudio del sesgo del método en la cuantificacion de cada uno de los analitos, se
utilizaron los datos obtenidos experimentalmente en el estudio de precision y se calculo el bias en
términos porcentuales (b%). El criterio de aceptacion establecido para este parametro fue de +15%
para todos los niveles, excepto para el LIC donde puede ser +20%, los que se cumplieron

satisfactoriamente. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1.17.

1.4.3.5. Exactitud. Evaluacion conjunta de sesgo y precision.

La exactitud se evalud teniendo en cuenta la incertidumbre aceptable del resultado
informado tal como se indica en el ATP. Por lo tanto, se calcularon los intervalos de tolerancia
(95% confianza) del b% promedio para cada analito para un P=0.90 y @=0.10, tal como se explico
en la seccion 1V.3.1.8.6.

Los resultados de esta evaluacion se muestran en la Tabla 1.17. Como se observa en dicha
tabla los limites inferior y superior del b% promedio obtenido para cada analito se encuentran en
el rango de los limites de incertidumbre aceptables para el ATP propuesto (+15% y +20% para el
LIC).

Tabla 1.17: Resultados del estudio de precisién (intra e inter-ensayo), sesgo y exactitud.

Precision EMB INH PZA
(n=5 por nivel) CVr(%)z CVi(%)b CVr(%)z CVi(%)b CVr(%)2 CVi(%)b
LIC 47 3.9 5.6 35 6.0 44
3xLIC 47 3.0 3.7 2.8 5.8 3.7
0.5xLSC 5.1 4.1 35 2.2 6.3 39
0.75xLSC 3.3 3.0 5.2 5.2 4.2 2.6
Sesgo
(n=5 por nivel) (b%)°
LIC 3.6 5.9 5.5
3xLIC 0.4 -8.3 7.7
0.5xLSC 5.6 9.0 4.3
0.75xLSC 2.2 -4.6 2.0
Exactitud (n=60) B

0.8 2.0 2.7

Desvio estandar general de
B(S)
6.6 6.2 44
Intervalo de Tolerancia de  (P=0.90, « = 0.05)
LI-Td LS-Te LI-T LS-T LI-T LS-T
117 13.3 -13.7 9.75 -5.64 11.0

aCoeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intra-ensayo: un dia, un analista.
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b Coeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intermedia: tres dias, tres analistas.
¢bias porcentual obtenido para un dia de trabajo.

dLimite inferior de tolerancia de f.

e Limite superior de tolerancia de f.

1.4.3.6. Estudios de estabilidad

En primer lugar, el plazo maximo para la conservacion y uso de las SESs se establecié en
48 hs conservadas en la heladera a4 - 8°C, teniendo en cuenta que su preparacion se debe hacer
en el dia de uso para obtener las MQs, segun lo detallado en la estrategia de control que se
menciona en la seccion 1.4.4.

En la bibliografia consultada se encontraron reportados estudios de estabilidad de las
muestras de plasma para la determinacion de los analitos. Los mismos indican que las muestras
resultan estables al menos 4 (cuatro) horas sobre la mesada del laboratorio y pueden conservarse
a -20.0°C durante 4 (cuatro) semanas. Ademas, pueden someterse a hasta 3 (tres) ciclos de
congelado (-20.0°C) y descongelado sin degradacion significativa de los analitos.

Finalmente, se realiz6 un estudio de estabilidad de manera de conocer los periodos aptos
para el analisis de las muestras procesadas conservadas a temperatura ambiente en el inyector
del cromatografo. Para ello se utilizaron MQs en dos niveles de concentracion: 3 x LIC y 0.75 x
LSC. Los extractos analizados resultaron estables durante al menos 9 (nueve) horas
observandose una relacion de la SA respecto de la inicial en los rangos de 93.5 - 107.3% para
EMB, de 98.3 — 105.7% para INH y de 97.7 — 102.7% para PZA.

1.4.4. Estrategia de control y monitoreo continuo de método.

Una vez finalizada la validaciéon del método se establecié una estrategia de control de
manera de asegurar el mantenimiento del rendimiento de calidad durante todo el tiempo que el
mismo se use en el andlisis rutinario.

Por un lado, en la versién final del POE_BAM_008 se establecié la estrategia de control
mediante la descripcion detallada de la preparacion de la fase mévil para asegurar que tanto la
concentracion de la SR como la de cobre resulten adecuadas. Para ello se describid
detalladamente los rangos de las masas a pesar de acetato de sodio y acetato de cobre, como asi
también el rango de volumen de acido acético, con el fin de obtener una SR de concentracién de
930 mM £ 50 mM 'y una concentracion de cobre de 60.0 mM £ 5.0 mM, tanto en la SR a pH=5.00
como en MeOH (modificador organico). El resto de los CMPs corresponden a variables
instrumentales que pueden mantenerse bajo control de manera relativamente sencilla en un

instrumento con calificacion operacional periddica.
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Por otro lado, se consignaron en el mismo POE los requerimientos de SST del sistema
cromatografico para cada corrida analitica y la evaluacion del desempefio del método. En ambos
casos, se propuso la utilizacion de MQs en dos niveles de concentracion correspondientes al LIC
y 3xLIC para cada uno de los analitos. Las MQs se procesan por duplicado, siendo los criterios de
aceptacion los siguientes:

o Tiempos de retencion relativos de aproximadamente 0.85, 1.0 y 1.80 para INH, PZAy EMB.

e Resolucién entre INH y PZA y cualquier pico correspondiente a CE y EMB debe ser = 1.5.

e El b% en la prediccion de la concentracion de los analitos en las MQs debe ser + 20.0%
para LIC y + 15.0% para 3xLIC.

e EICV entre las réplicas de las MQs debe ser < 20.0% para LIC y < 15.0% para 3xLIC.

La implementacion de estos criterios de aceptacion asegura el cumplimiento del ATP, y
minimiza el riesgo de cometer errores en la cuantificacion de los farmacos en las muestras reales.

Finalmente, se incorpord el uso de cartas control para los parametros b% y CV de las MQs,
como instrumento para el seguimiento del desempefio del método como asi también para la

deteccion de tendencias de los resultados obtenidos.

1.5. CONCLUSIONES

Mediante la aplicacion de las herramientas propuestas por el enfoque AQbD se logro el
desarrollo de un nuevo método bioanalitico para la determinacidn simultanea de tres antibidticos
tuberculostaticos de primera linea: etambutol, isoniacida y pirazinamida en plasmas de pacientes
bajo tratamiento para la tuberculosis sensible a los farmacos mencionados.

El método, basado en CLAR con deteccion en el UV es simple ya que no requiere de
equipamiento sofisticado, econdmicamente conveniente y permite generar resultados en cortos
tiempos de andlisis. Mediante la aplicacién de una estrategia experimental adecuada se logré
generar valioso conocimiento sobre el comportamiento del método desde las primeras etapas de
su desarrollo. El analisis de riesgos y la aplicacion de DOE permitieron arribar exitosamente a
condiciones experimentales dptimas y robustas que aseguran un buen desempefio analitico.
Durante su evaluacién formal se demostré que el método cumple con los parametros de
rendimiento establecidos en las guias internacionales para métodos bioanaliticos.

El método se encuentra disponible en el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del
Litoral y podra ser utilizado proximamente para llevar a cabo el MTD de los antibidticos

tuberculostaticos mediante convenios existentes con centros de salud publica de nuestro medio.
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2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Tratamientos con antibiéticos en pacientes con terapias de

reemplazo renal

21.1.1. Problematica general

Segun publicaciones recientes, es muy frecuente encontrar niveles sub-terapéuticos de
antibioticos en los fluidos bioldgicos de los pacientes criticamente enfermos cuando se aplican los
regimenes de dosificacion habituales [116]. Este grave inconveniente se atribuye a cambios
pronunciados en la pK/pD de las drogas en este tipo de pacientes, lo que se suma a la variabilidad
inter-individual [117-119].

Con una especial dificultad se presenta el caso de los enfermos que deben ser sometidos
a terapias de reemplazo renal (TRR) ya que este tipo de terapias, destinadas a suplir la funcion
renal disminuida, alteran la eliminacién de los farmacos de manera significativa en relacion a la
farmacocinética de los pacientes con funcidn renal conservada, poniendo muchas veces en riesgo
la eficiencia de los tratamientos farmacoldgicos [120, 121].

Es, por lo tanto, de sumo interés poder conocer las concentraciones que alcanzan los
antibioticos en los fluidos biolégicos en esta poblacion particular de pacientes, ya que esto permite,
en primer lugar, validar las recomendaciones terapéuticas vigentes y, por otro lado, realizar los
ajustes de las dosis individualmente para cada uno de ellos. El alcance de estos objetivos es de
enorme importancia para garantizar la eficacia de las antibioticoterapias, logrando no sélo el
beneficio del paciente, sino también la reduccion de la seleccidn de cepas mutantes resistentes a

los antibidticos disponibles.

21.1.2. Problematica particular

En un anélisis interdisciplinario llevado a cabo entre los grupos de la unidad de terapia
intensiva (UTI), el laboratorio central (seccion UTI) y el servicio de farmacia del hospital publico
“José Maria Cullen” de la ciudad de Santa Fe, Argentina y el Laboratorio de Control de Calidad de
Medicamentos de la Facultad de Bioquimica y Cs. Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral
(LCCM-FBCB-UNL) durante los afios 2017-2020, se verifico que los antibidticos mas
comunmente utilizados en la UTI del mencionado centro de salud para el tratamiento de pacientes
sometidos a TRR eran la vancomicina (VCM), la colistina (COL), la ceftazidima (CAZ), el
meropenem (MEM), y la piperacilina (PIP); estos ultimos tres pertenecientes al grupo de los
antibioticos betalactamicos (B-LA).
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Mientras que los niveles plasmaticos de VCM se dosaban de rutina mediante un
inmunoensayo en los pacientes de la UTI con TRR para realizar el ajuste de dosis necesario, con
los B-LA se trabajaba de manera empirica, siguiendo esquemas de dosificacion propios del
hospital, pero sin garantia de alcanzar los objetivos terapéuticos recomendados a nivel

internacional.

2.1.1.3. Contribucioén al abordaje de la problematica
La contribucion de este capitulo de tesis a la resolucion del problema planteado por
necesidad de conocer el comportamiento de los niveles plasmaticos de los B-LA utilizando
esquemas dosificacion propios del hospital; consistié en poner a disposicion del sistema salud un
método bioanalitico accesible, eficiente y de calidad para ser utilizado en el MTD de estos

antibidticos. La implementacion del mismo se detalla en el Capitulo 3 de la presente tesis.

2.1.2. Antibidticos betalactamicos

21.2.1. Clasificacion

La familia de los antibiéticos B-LA se define quimicamente por la presencia del anillo
betalactamico en la estructura de los compuestos. Este anillo es el que determina el mecanismo
de accion (inhibicion de la sintesis de la pared celular), la escasa toxicidad directa (actia sobre la
pared celular del microorganismo) y el principal mecanismo de resistencia (las betalactamasas) de
esta familia de antibi6ticos. No obstante, para que el farmaco sea activo, es preciso que el anillo
esté unido a otros radicales (habitualmente otros anillos) lo que le confiere propiedades
bactericidas o bacteriostaticas. Muchas de estas moléculas son sensibles a las betalactamasas
(enzimas producidas por bacterias que rompen el anillo betalactamico), por lo que suelen
administrarse en combinacién con farmacos inhibidores de las betalactamasas.

La asociacion de diferentes tipos de cadenas lineales, junto con las caracteristicas propias
del esqueleto basico formado por los dos anillos centrales (llamado nucleo), modifica las
propiedades del compuesto resultante y da lugar a los diferentes grupos de antibiéticos [122]:

e Las penicilinas constituyen los primeros antibidticos de este tipo. En estas moléculas el
anillo betalactamico esta unido a un anillo tiazolidinico. Segun su actividad antibacteriana se
dividen a su vez en penicilinas naturales, semisintéticas y las resistentes a penicilinasas.
Pertenecen a este ultimo grupo las carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y ureidopenicilinas

(mezlocilina, azlocilina y piperacilina).
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e Las cefalosporinas constituyen el segundo grupo de derivados betalactamicos siendo el
mas amplio en cuanto a moléculas desarrolladas y comercializadas. El segundo anillo del nucleo
es un anillo dihidrotiacinico. Las cefalosporinas se agrupan por generaciones que incluyen desde
la de primera generacion a la quinta. La mayoria son bactericidas contra Gram negativos y
positivos, pero dependiendo de la generacion a la que pertenezcan actian sobre uno u otro grupo
de microorganismos. Dentro de las cefalosporinas de primera generacion se destaca la cefazolina
de administracion parenteral y el cefadroxilo de administracion oral. Las de segunda generacion
presentan mayor resistencia a las betalactamasas (cefuroxima, cefoxitina). En el caso de las de
tercera generacion, la ceftazidima es la unica molécula con actividad frente Pseudomona
aeruginosa, pero también se incluyen en este grupo la ceftriaxona, cefotaxima, entre otras. Las
ultimas generaciones incluyen a cefepima (4ta generacion) y ceftarolina (5ta generacién).

e Los carbapenémicos tienen en su estructura un anillo pirrolinico, incluyen entre otros a
meropenem, imipenen, doripenem y ertapenem. Son bactericidas por via parenteral que tienen un
espectro de actividad extremadamente amplio. Muchas de las bacterias multirresistentes que se
transmiten en el ambito hospitalario son sensibles sélo a este grupo de antibioticos.

e Los monobactamicos, a diferencia de otros B-LA, tienen un solo anillo en su estructura. En
general tienen poca actividad antimicrobiana, destacandose para uso clinico el aztreonam

e Los inhibidores de las betalactamasas tienen un anillo oxazolidinico unido al anillo
betalactdmico. Estos compuestos no tienen de por si actividad antimicrobiana, sino que impiden la
accion de las betalactamasas. Dentro de este grupo podemos encontrar a: tazobactam, sulbactam,

acido clavulanico y avibactam.

2.1.2.2. indice pKIpD y objetivos terapéuticos

La actividad antibacteriana de los B-LA es del tipo tiempo-dependiente. Es decir, la relacidn
pK/pD asociada a una actividad 6ptima esta definida % T> CIM [123, 124].

Ademas, dependiendo de la clase de B-LA, se proponen en general diferentes porcentajes
del intervalo de tiempo de dosificacion en el cual debe cumplirse este requerimiento, es decir,
diferentes objetivos terapéuticos. A saber [124, 125]:

e Penicilinas: 50 % T> CIM
o Cefalosporinas: 60-70 % T> CIM
e Carbapenémicos: 40 % T> CIM
En el caso de los pacientes criticamente enfermos, que a su vez se encuentran bajo algun

tipo de TRR, se sugieren objetivos terapéuticos mas exigentes para lograr una terapia eficaz. Estos
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pueden alcanzarse mediante exposiciones mas prolongadas a la concentracion inhibitoria del
antibiético (100%T>CIM) y/o més elevadas (2 - 5 x CIM) [123].

2.1.3. Ceftazidima, meropenem y piperacilina

La CAZ es una cefalosporina de tercera generacion que se administra de manera parenteral.
Es de eleccion en el tratamiento empirico de las infecciones urinarias en las que se sospecha que
pueda estar implicada Pseudomona aeruginosa. Ademas, la asociacion ceftazidima/avivactam se
utiliza en el tratamiento de las infecciones intraabdominales complicadas, del tracto urinario
(incluyendo la pielonefritis), para el tratamiento de la neumonia nosocomial (incluyendo la
neumonia asociada a ventilacion mecanica) y para el tratamiento de infecciones causadas por
bacterias Gram negativas aerobias en pacientes con opciones de tratamiento limitadas [122].

El MEM se utiliza para el tratamiento de diversos cuadros infecciosos: neumonias,
infecciones del tracto urinario, infecciones intraabdominales, ginecoldgicas, dermatolégicas,
meningitis en monoterapia 0 en combinacion con agentes antivirales o antifingicos [126, 127].

La PIP es efectiva contra una gran variedad de microorganismos, incluyendo aquellos
resistentes a la penicilina como el Streptococcus pneumoniae. Es comin encontrar preparaciones
comerciales de este antibidtico asociado con inhibidores de la betalactamasa, tal como
tazobactam. Este inhibidor de betalactamasas tiene un efecto sinérgico, empleandose una
combinacion de ocho partes de PIP por una parte de tazobactam. Se utiliza en el tratamiento de
infeccion bacteriana en pacientes neutropénicos, infeccién urinaria complicada (incluida
pielonefritis) y no complicada, intraabdominal, ginecol6gica, de piel y partes blandas,
polimicrobianas causadas por microorganismos aerobios y anaerobios, septicemia bacteriana y
neumonia nosocomial. Es activa frente a casi todos los estafilococos sensibles a la meticilina, los
estreptococos y los enterococos [128, 129].

En la Tabla 2.1 se detallan las propiedades fisicoquimicas més relevantes y la estructura

molecular de los tres antibiéticos de interés.
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Propiedades

Ceftazidima

Meropenem

Piperacilina

Tipo de compuesto

Formula quimica

Estructura molecular

Peso formula

Solubilidad

Temperatura de almacenamiento

Presentacion comercial

Semisintético  del
cefalosporinas.

subgrupo de las

C22H22Ns07S2

e}

A

OH
N—C
N\ Hoon
i S
>—:N . 7z
O +
H,N N N |
[0}
(0] (o}

Anhidro: 546.573 g/mol
Pentahidrato: 636.67 g/mol

Soluble en alcalis y dimetilsulféxido; poco
soluble en dimetilformamida, metanol y agua;
insoluble en acetona, alcohol, cloroformo,
dioxano, éter, acetato de etilo y tolueno. Su
solubilidad en agua se ve favorecida gracias
al agregado de carbonato de sodio.

A temperaturas menores a 30°C protegida de
laluz.

Se comercializa hidratada por cinco
moléculas de agua junto a carbonato de sodio
anhidro, de forma que aumenta su
estabilidad. Polvo estéril para reconstituir
inyectable de administracién endovenosa.

Semisintético del grupo de los
carbapenems.

C17H25N305S

Anhidro: 383.464 g/mol.
Trihidrato: 437.508 g/mol

Se ve aumentada gracias al agregado de
carbonato de sodio. Es bastante soluble en
agua, muy poco soluble en alcohol,
practicamente insoluble en acetona y éter,
y soluble en dimetilformamida y en una
solucién al 5% p/v de fosfato monobasico
de sodio.

En heladera (2 - 8°C) protegido de la luz.

Se comercializa hidratado por tres
moléculas de agua junto a carbonato de
sodio anhidro, de forma que aumenta su
estabilidad. Polvo estéril para reconstituir
inyectable de administracién endovenosa.

Semisintético perteneciente a la clase del ureido
penicilinas.

Ca3H27N507S (anhidra)

Ty

O/\OH

Anhidra: 517.557 g/moL
Sadica: 539.54 g/moL

La piperacilina sodica es soluble en agua o metanol
(1 gen 1.5mL) o en alcohol etilico (1 g en 5 mL).

A temperaturas menores a 25°C.

Se comercializa en forma sédica junto a
tazobactam (inhibidor de betalactamasas) para
potenciar su accion bactericida. Polvo estéril para
reconstituir  inyectable  de  administracion
endovenosa.
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2.1.4. Antecedentes analiticos para la cuantificacion de antibiéticos

betalactamicos en fluidos biolégicos

En una extensa revision bibliografica se pudo determinar que entre el afio 2010 y septiembre
de 2019, se publicaron 43 trabajos cientificos que involucraban 45 desarrollos de métodos
analiticos para la cuantificacién de uno o mas B-LA en matrices biolégicas. El objetivo principal de
estas publicaciones era determinar los niveles plasmaticos de los antibioticos en pacientes
criticamente enfermos para contribuir a la demanda de MTD de los tratamientos farmacologicos
[130-151] y para estudios de bioequivalencia en voluntarios sanos [152—156] y/o en pacientes con
alguna patologia especifica [131, 157-161].

La mayoria de los métodos publicados utilizan como técnica a la CLAR-UV o CLAR.MS.
Otros métodos describen el uso de un inmunosensor [162], biosensor [132, 163],
espectrofluorimetria [152] o ensayos microbioldgicos [164]. En cuanto al alcance, se cuantifican
simultaneamente, en algunos casos, uno o algunos pocos B-LAs, mientras que en otros hasta mas
de 10 (diez) farmacos de distintas naturalezas.

El plasma fue el fluido biolégico més utilizado para la cuantificacion de los B-LA, aunque
también se emplearon con menor frecuencia otros fluidos biolégicos, tales como suero, orina, fluido
peritoneal, cerebroespinal, aspiraciones bronquiales, dializado y/o liquido de micro didlisis.

Si bien en la gran mayoria de los estudios en los que se analiza suero o plasma no se
menciona el volumen de sangre extraido de los pacientes, el 50% de los métodos publicados utilizo
un volumen de muestra en el rango de 100 — 200 uL, mientras que el 25% requirié una cantidad
que oscila de 15 - 50 L. Sin embargo, en el trabajo de Cazorla-Reyes y col. [147] como en el de
Dailly y col. [159] los volumenes son de aproximadamente 1.0 mL e incluso de 2.5 mL [165], lo que
implica una extraccién de un gran volumen de sangre para el manejo de rutina de pacientes
criticamente enfermos.

El pretratamiento por eleccion en estos métodos fue la PP con algun solvente organico,
acido o soluciones salinas concentradas, seguido por centrifugacion a altas velocidades para
lograr la separacion del sobrenadante. En ocasiones los analitos se extrajeron luego del
sobrenadante acuoso utilizando ELL; y en algunos procedimientos se separ6 la capa organica, se
evaporo a sequedad y el residuo obtenido se reconstituyd en un volumen adecuado de fase mavil
u otro solvente compatible para su analisis por CLAR [153, 159, 160, 166]. En otros casos, a la PP
le sucedié una SPE [153, 165, 167].

La separacion cromatogréfica de los analitos se logra con una variedad de columnas con

diferentes fases estacionarias como C8 [150, 168], pentafluorofenilo [159] y amidas [149] entre
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otras. No obstante, la fase estacionaria mas empleada es la C18 [137, 143-146, 151, 153, 160,
165, 169, 170].

La incorporacion de un estandar interno se observé en varios trabajos en los que se aplico
SPE [141, 154, 155, 161, 167, 169, 171], ya que este procedimiento de calibracién proporciona
una estandarizacién de la recuperacion de los analitos. Sin embargo, en métodos con otros tipos
de pretratamiento de muestra su utilizacién no fue debidamente justificada [134, 135, 151, 158-
160, 166, 172, 173], introduciendo al procedimiento una complejidad innecesaria. Pero sin dudas,
lo més llamativo de la mayoria de estos desarrollos fue la falta de adecuacion del rango de
calibrado en relacion al alcance del método: medir concentraciones de los antibiéticos en niveles
terapéuticos. Muchas de las calibraciones fueron propuestas en concentraciones que no abarcan
estos niveles. De igual manera, llama la atencion que en casi ningun desarrollo se haya tenido en
cuenta que los pacientes reciben variada medicacion concomitantemente al tratamiento

antibiotico, pudiendo estas drogas interferir con la determinacidn de los antibiéticos.

2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Los objetivos del presente capitulo de tesis fueron:

e Desarrollar un nuevo método bioanalitico por CLAR-DAD para ser aplicado a la
determinacion simultdnea de los niveles plasmaticos de CAZ, MEM y/o PIP en plasmas de
pacientes polimedicados.

o Aplicar conceptos de ciclo de vida y AQbD al desarrollo, optimizacion y validacién del nuevo

método, siguiendo las recomendaciones de organismos internacionales.

2.3. MATERIALES Y METODOS

2.3.1. Declaracion de ética

Este trabajo fue autorizado por los comités de ética de la Facultad de Bioquimica y
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral Res.23.09.18 y del hospital “José Maria
Cullen”, ACTA 09/18.

2.3.2. Instrumental y equipamiento

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatografo liquido Shimadzu
equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automatico con refrigeracion SIL-30AC
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Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con
arreglo de diodos SPDM20A.

Se emplearon y evaluaron tres columnas cromatograficas conteniendo octadecilsilano (C18)
unido a silica, de diferentes dimensiones y configuracién de particula:

e Zorbax Eclipse XDB-C18. Fase estacionaria C18 ligado a particulas esféricas
completamente porosa de 3.5 um de diametro. Tamafio de poro de 80 A. Carga de carbono de
10%. Tiene incorporado un ligando extradenso, XDB (de sus siglas en inglés, eXtra Densely
Bonded) de organo-silano y doble desactivacion. Dimensién de la columna: 4.6 x 100 mm.

e Zorbax Eclipse Plus C18. Fase estacionaria C18 con doble desactivacidn ligada a
particulas esféricas completamente porosa de 3.5 um de didmetro. Tamafio de poro de 95 A.
Carga de carbono de 8%. Dimension de la columna: 4.6 x 75 mm.

¢ InfinityLab Poroshell 120 EC-C18. Fase estacionaria C18 ligada a particulas esféricas de
2.7 um de diametro con nucleo solido (1.7 um) y superficie porosa (0.5 pm). Tamafio de poro de

120 A. Carga de carbono de 10%. Dimensién de la columna: 3.0 x 75 mm.

Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipos y materiales:

e Peachimetro- potenciémetro Termo Scientific Orion 5 Star.

e Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.

e Microcentrifuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134

o Vortex Nevation Modelo iSwix.

¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD.

¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris.

e Equipo de sistema de alimentacion ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés,
Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.

e Equipo de produccion de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.

o Material volumétrico de borosilicato Clase A.

2.3.3. Softwares para la adquisicion y procesamiento de datos
Para la adquisicion y procesamiento de datos cromatograficos se utilizd el software
Workstation Labsolution LC/GC version 5.73 de Shimadzu.
La generacion de los disefios experimentales, como asi también el analisis de datos
mediante la MSR se llevo a cabo con el software Design Expert Version 11 de prueba (State Ease,
Miniapolis).
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Para validar el OWP, es decir las condiciones experimentales Optimas y sus rangos
operables se llevaron a cabo simulaciones de Montecarlo para lo cual se utiliz6 el software Oracle
Crystal Ball version de prueba 11.1.2.4.850 (Redhood, CA).

Para el analisis estadistico de los datos de la validacion del método se utilizé el programa
Microsoft Excel (2013).

2.3.4. Reactivos y muestras

Los estandares farmacéuticos secundarios de ceftazidima pentahidrato (79.1 %p/p de CAZ)
y piperacilina/tazobactam (80.6 %p/p de PIP) fueron provistos por Laboratorios Klonal (Buenos
Aires, Argentina), mientras que el estandar secundario de meropenem trihidrato (71.8 %p/p de
MEM) y el &cido 2- (N-morfolino) etanosulfénico (MES) (BioXtra = 99.0%p/p) fueron adquiridos en
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). Los farmacos evaluados en el estudio de la selectividad del
método frente a la mediacién coadministrada fueron estandares farmacéuticos primarios del
Instituto Nacional del Medicamento (INAME), estandares farmacéuticos secundarios generados
en nuestro laboratorio, materias primas de calidad farmacéutica cedidas por Laboratorios
LAFEDAR (Parana, Argentina), o preparaciones comerciales adquiridas en farmacias locales
(Tabla 2.2).

Los solventes organicos, acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) de calidad cromatografica se
obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el cloruro de metileno p.a. (MeCl),
cloroformo p.a. (CHL), fosfato monosddico anhidro p.a. (NaH2PQs) e hidroxido de sodio p.a.
(NaOH) se adquirieron en Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El agua ultrapura se obtuvo en el
laboratorio mediante el sistema de purificacion de agua Millipore Simplicity.

EIPBylas MRs, fueron obtenidos por el personal de la unidad de terapia intensiva mediante
solicitud del Laboratorio Central del Hospital “José Maria Cullen” y remitidos al LCCM-FBCB-UNL
con cadena de frio. En ambos casos los plasmas se obtuvieron mediante centrifugacion de sangre
entera heparinizada (usando heparina de litio como anticoagulante) a 3000 rpm durante 10 min a

4°C y se conservaron a -80°C hasta el dia de anélisis.

Tabla 2.2: Listado de la medicacion coadministrada.

Medicacién Datos/Procedencia

Vancomicina Producto comercial - ICOPLAX® — Polvo para perfusién - Lote GU06
Dobutamina Producto comercial - GDR GRAY® — Solucion inyectable — Lote 10187
Colistina Producto comercial - FABRA® — Liofilizado - Certificado: 55646
Metronidazol Estandar secundario LCCM - Lote 001

Fluconazol Materia prima — LAFEDAR - Lote: FLP0721013
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Hidrocortisona
Morfina

Propofol

Midazolam

Ranitidina
Omeprazol
Salbutamol

Bromuro de Ipatropio
Dopamina Clorhidrato
Atracurio besilato
Furosemida
Amiodarona
Labetalol

Digoxina

Adrenalina
Nimodipina
Noradrenalina
Clorpromazina
Paracetamol

Aspirina
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Materia prima — LAFEDAR - Lote: MP55/08
Estandar secundario LCCM - Lote 002
Producto comercial - DUBERNARD® NORTHIA - Lote: 34118
Materia prima — LAFEDAR — Lote 204634
Estandar secundario LCCM - Lote 002
Producto comercial - SURAR PHARMA® - Certificado: 48117
Materia prima — LAFEDAR - Lote SCC/88/0512044
Materia prima — LAFEDAR - Lote IPT-0110317
Producto comercial - NORTHIA® - Solucién Inyectable — Lote 32907
Producto comercial - RICHMOND® - Solucién inyectable — Lote JPU8
Estandar secundario LCCM - Lote 001
Estandar primario INAME — Certificado 104051
Materia prima — LAFEDAR - 316030
Materia prima — LAFEDAR — Lote 1093144
Producto comercial — FABRA® — Solucién inyectable — Lote 4374
Materia prima — LAFEDAR - Lote 120307
Producto comercial — BIOL® — Solucion Inyectable — Lote 4970
Producto comercial - DUNCAN® — Solucién Inyectable — Lote 026-065
Estandar secundario LCCM - Lote 001
Estandar secundario LCCM - Lote 002

2.3.5. Soluciones de estandares, muestras calibradoras y muestras de

control de calidad

Todas las soluciones y muestras aqui mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo

ylo la validacién del método.

La solucién estabilizadora (SEST) se prepard en concentracion 1.0 M mediante la

disolucién de 5.10 g de MES en 25.0 mL de agua ultrapura y se ajusté a pH = 6.0 con NaOH 5.0

M.

Las SRs se prepararon en diferentes concentraciones mediante disolucion de una cantidad

determinada de NaH,PQ4 p.a. en agua ultrapura y agregado de un volumen determinado de NaOH

1.0 mol/L controlando el pH mediante el uso de un peachimetro recientemente calibrado.

Las SESs de CAZ, MEM y PIP se prepararon mediante pesada de los estdndares

farmacéuticos y posterior disolucién en agua ultrapura para obtener las siguientes concentraciones
objetivo: 4800, 1200, and 9600 ug/mL, respectivamente. Las SESs, se prepararon diariamente y
para cada ensayo en particular hasta que se determind su estabilidad en la validacion del método.

Luego se conservaron a 4 — 8°C durante un maximo de tres dias. Las concentraciones exactas de
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las SESs preparadas se calcularon en funcién de las masas pesadas y la potencia de los
estandares usados en cada caso.

Las SESs se diluyeron diariamente con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase
A para obtener soluciones estandar intermedias combinadas (SEICs) en las concentraciones
objetivo indicadas en la Tabla 2.3.

Las MCs se prepararon en tubos eppendorf mediante la fortificacion de 130.0 L de PB con
20.0 pL de las diferentes SEICs de manera de obtener 7 niveles de calibracién en los rangos
analiticos de: 2.00 — 64.0 pg/mL para CAZ, 0.50 - 16.0 ug/mL para MEM y 4.00 — 128.0 pg/mL
para PIP (Tabla 2.3). Las MCs se prepararon en tres dias diferentes cada vez que se ensayo la
curva de calibrado multinivel segun los requerimientos del procedimiento de validacion.

Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs, pero a partir
de SES preparadas de manera independiente. Para estas muestras las SEIC se obtuvieron en
cuatro niveles de concentracion segun las concentraciones objetivo de cada analito de manera
que permitieran preparar MQs en los niveles correspondientes (Tabla 2.4).

Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en dias diferentes segun el requerimiento

de los ensayos de validacion.

Tabla 2.3: Preparacion y rango de concentraciones de las SEICs y las MCs

Nivel 1 2 3 4 5 6 7
Volumen SES (L) 156.0  156.0 3120 2500 5000  750.0  1000.0
m‘)‘me“ final, conagua ultrapura 550 50 250 100 100 100 100
Concentracion final CAZ (ug/mL) 15.0 30.0 60.0 120 240 360 480
Concentracion final MEM (ug/mL) 3.75 7.50 15.0 30.0 60.0 90 120
Concentracion final PIP (ug/mL) 30.0 60.0 120 240 480 720 960
Volumen SEIC (pL) 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0
Volumen PB (pL) 1300 130.0 1300 1300 1300  130.0 130.0

Concentracion final CAZ (ug/mL) 2.00 4.00 8.00 16.0 32.0 48.0 64.0
Concentracion final MEM (ug/mL) 0.50 1.00 2.00 4.00 8.00 12.0 16.0
Concentracioén final PIP (ug/mL) 4.00 8.00 16.0 32.0 64.0 96.0 128

Tabla 2.4: Preparacion y niveles de concentracion de las SEICs y MQs
Nivel LiC NB NM NA

SEIC
Volumen SES (uL) 156.0 235.0 500.0 750.0
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Volumen final, con agua 50.0 25.0 10.0 10.0
ultrapura (mL)

Concentracioén final CAZ (ug/mL) 15.0 45.0 240 360
Concentracion final MEM (ug/mL) 3.75 11.25 60.0 90.0
Concentracion final PIP (ug/mL) 30.0 90.0 480 720

MQ

Volumen SEI (pL) 20.0 20.0 20.0 20.0
Plasma blanco (L) 130.0 130.0 130.0 130.0
Concentracion final CAZ (ug/mL) 2.00 6.00 32.0 48.0
Concentracion final MEM (ug/mL) 0.50 1.50 8.00 12.0
Concentracion final PIP (ug/mL) 4,00 12.0 64.0 96.0

Las concentraciones exactas de las SEICs, MCs y MQs se calcularon a partir de las

concentraciones exactas de las SESs utilizadas en cada caso.

2.3.6. Pretratamiento de las muestras de plasma

El pretratamiento mas conveniente para las muestras se estudio y optimizé durante el
desarrollo del método (ver seccion 2.4.2.4.5).

En la etapa de validacion y en la aplicacion rutinaria del método el pretratamiento de las
muestras de PBs, MCs, MQs y/o MRs se llevo a cabo de la misma manera mediante el siguiente
procedimiento:

e 150.0 pL de plasma se trasvaso a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se estabilizé con el mismo
volumen de SEST (1.0 M, pH=6.00).

e Se aplico vortex durante 20 segundos para homogeneizar la mezcla.

e Se agregd 500.0 uL de ACN, se aplico vortex durante 20 segundos para permitir la
precipitacion de proteinas y a continuacion se centrifugd a 6000 rpm durante 2 minutos.

e 500.0 UL del sobrenadante se trasvaso a otro tubo eppendorf de 1.5 mL y se agregé 1.0 mL
de MeCl.

e Se aplicd nuevamente vortex durante 20 segundos para permitir la reextraccion de ACN y
la separacion de lipidos del plasma.

¢ Finalmente se centrifugé a 6000 rpm durante 2 minutos y 100.0 uL de la fase superior se

trasvasé a un vial de inyeccion con inserto para su procesamiento en el cromatografo.
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2.3.7. Sistema cromatografico

Durante el desarrollo del método el sistema cromatogréfico se ajustd desde unas
condiciones iniciales hasta las condiciones Optimas con las cuales se lograron los objetivos
propuestos (ver seccion 2.4.2.8).

Finalmente, en la etapa de validacion y durante el uso rutinario del método la separacion de
los analitos se llevo a cabo a 30°C en una columna Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6 x 100 mm, 3.5
pm de tamario de particula). La fase movil consistio en ACN, agua ultrapura y SR 30.3 mM (27.5
- 34.5 mM) de pH=7.30 (7.18 - 7.46), con el gradiente de elucion presentado en la Tabla 2.5, a
una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 4.0°C y el volumen
de inyeccion fue de 20 L. La monitorizacion de CAZ y MEM fue a una longitud de onda de 298
nmy la de PIP a 250 nm.

Tabla 2.5: Gradiente de elucién del método validado

Tiempo ACN SR H20
(min) (%) (%) (%)
0 5.0 95.0 0.0
8.0 80.0 0.0 20.0
9.0 5.0 95.0 0.0
13.0 5.0 95.0 0.0

2.4. RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1. Definicion del perfil del objetivo analitico

EI ATP para el nuevo método analitico fue definido como: “La cuantificacion selectiva de
CAZ, MEM y/o PIP en plasma de pacientes polimedicados en un rango analitico
comprendido entre 0.25 y 8 veces de la CIM para cada antibiotico, en un tiempo de analisis
< 15 min, asegurando suficiente exactitud, de modo que los resultados informados se
encuentren dentro de * 15.0 % del valor real con una probabilidad = a 90% determinada con
un 95% de confianza.”

Para arribar a esta definicion se consideraron los aspectos fundamentales del alcance del
metodo. Entre ellos se destacan los requerimientos de calidad del resultado para llevar a cabo
MTD, la necesidad de disponer del resultado en cortos tiempos, los objetivos terapéuticos y el tipo

de muestra.
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2.4.1.1. Definicion de los rangos analiticos

Considerando que los B-LAs son antibidticos tiempo-dependiente, se necesitaba de un
método util para evaluar el cumplimiento los objetivos terapéuticos mas utilizados por la comunidad
médica internacional para el tratamiento de infecciones en pacientes en UTI, a saber [174, 175]:

e (ue la concentracion plasmatica del antibidtico se encuentre por encima de la CIM durante
el 100% del tiempo interdosis [100%T > CIM] y/o

e que la concentracidn plasmatica del antibiotico se encuentre 4 veces por encima de la CIM
al menos el 40 % del tiempo inter dosis [40%T > 4 x CIM].

Como microorganismo de referencia para este estudio se tomé la Pseudomona aeuriginosa,
ya que es uno de los patogenos resistentes mas frecuentemente aislados en pacientes
criticamente enfermos [123].

En funcidn de estos objetivos y teniendo presentes las CIM de los antibioticos en estudio
indicadas en la guia EUCAST (de sus siglas en inglés, European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) para Pseudomonas aurigionosa, que se muestran en la Tabla 2.6 [176], se
establecieron los rangos analiticos necesarios para cada uno de ellos. Estos rangos estan dados

por las concentraciones plasmaticas abarcadas entre [0.25 x CIM] y [8 x CIM] en cada caso.

Tabla 2.6: Rangos analiticos en base a los objetivos terapéuticos

o Objetivos terapéuticos Rango analitico propuesto

B-LA ey (ug/mL)
(ug/mL) Muestras en valle? Muestras 40% inter-dosis® LIC LSC
CAZ 8.00 >8.00 >32.0 2.00 64.0
MEM 2.00 >2.00 >8.00 0.50 16.0
PIP 16.0 >16.0 >64.0 4.00 128

a Para evaluar cumplimiento del objetivo terapéutico [100% T>CIM]
b Para evaluar cumplimiento del objetivo terapéutico [40% T>4xCIM]

2.4.1.2. Polimedicacion de los pacientes
Los pacientes internados en UTl reciben, en general, un esquema antibiético empirico hasta
que se realice un rescate del microorganismo causante de la infeccion. En estos casos, asociados
a los B-LAs de interés, suelen administrarse, como ya se menciond, vancomicina y colistina. En
otros casos, de acuerdo al foco de infeccion y al microorganismo que se supone como agente
probable, se opta por daptomicina en lugar de vancomicina y en casos mas raros por linezolid.

Otras veces se agrega metronidazol. Cuando se sospecha de infeccién por hongos, se asocia
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algun antifungico, como fluconazol o anidulafungina. Finalmente, de acuerdo a la patologia de
base del paciente, también pueden estar indicados en forma concomitante los siguientes farmacos:

¢ sedantes/analgésicos: morfina, remifentanilo o fentanilo, dexmedetomidina.

e moduladores del sistema nervioso central: propofol 0 benzodiacepinas como midazolam y
tiopental

e protectores gastricos: ranitidina y omeprazol.

¢ anticolinérgicos: salbutamol.

e inotrdpicos: adrenalina, dopamina y digoxina.

e para hemorragias subaracnoideas: nimodipina.

¢ bloqueantes neuromusculares: atracurio y pancuronio.

e anticonvulsivantes/coadyuvantes en la sedacion: fenitoina, clorpromazina, risperidona y
quetiapina.

o antipiréticos: paracetamol.

e corticoides: hidrocortisona.

e para tratar el edema cerebral: manitol, solucién salina hipertonica.

¢ anticoagulantes: heparina, enoxaparina.

Mas alla de las interacciones farmacolégicas que puedan darse por la administracion
simultanea de varios de estos farmacos, la coexistencia de uno o varios de ellos con los B-LAs en
el plasma de los pacientes implica una importante amenaza para la selectividad del método
bioanalitico. Esta situacion fue, por lo tanto, foco de especial atencién para la definicion del ATP

como marco para el desarrollo, la optimizacion, la validacion y el uso de rutina del método.

2.4.2. Diseiio, desarrollo y comprension del método
Para llevar adelante este desarrollo, como asi también para la ejecucion de la validacion y
la definicion de las estrategias de control del método, se utilizaron herramientas de gestion de

riesgos en el marco de la AQbD.

2.4.21. Seleccion de la técnica analitica
Considerando el ATP propuesto y la bibliografia consultada [177, 178] se selecciond como
técnica analitica para la cuantificacion de los analitos la CLAR en fase reversa con deteccion UV
con el fin de obtener un método accesible y de bajo costo de aplicacion. La deteccién por absorcion
en el UV supone suficiente sensibilidad a un costo razonable.
El pretratamiento de la muestra seleccionado consistié en una PP seguido de ELL para

separar los lipidos del plasma y re-extraccion del solvente organico utilizado en la PP.
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2.4.2.2. Sistema analitico inicial
En funcion de las caracteristicas fisicoquimicas de los analitos y de los métodos publicados
en la bibliografia consultada se establecieron las siguientes condiciones iniciales como punto de
partida para el desarrollo del nuevo método:

o Pre-tratamiento de muestra: estabilizacion de los analitos en plasma con SEST (1:1),
desproteinizacion con ACN (1:1) y reextraccion del solvente y eliminacion de lipidos de con MeCl
(1:1).

¢ Sistema cromatografico: conformado por una combinacion de fase estacionaria C18 y una
fase movil compuesta de una SR de fosfato 50.0 mM a pH: 7.00 y ACN en una proporcion (95:5)
con una velocidad de flujo de 1.00 mL/min bajo la modalidad isocrética. La temperatura del horno
de columna se mantuvo constante en 25°C y la del inyector de 4°C para garantizar la estabilidad
de los analitos. En todos los casos se inyectaron 20 L de cada solucion a ensayar y en funcién
de los espectros de absorcion de cada uno de los analitos la deteccion de los mismos se propuso
a una longitud de onda de 250 nm para CAZ y PIP, y a 298 nm para MEM.

Varias pruebas preliminares se realizaron a partir de este sistema inicial para estudiar el
comportamiento de algunos factores de manera univariada. Esto permitié conocer la incidencia de
los mismos en el rendimiento del método y tomar decisiones tempranas en cuanto a la seleccion

de algunos parametros y/o el estudio de otros mediante disefios experimentales.

2.4.2.3. Identificacion de riesgos

La identificacion de riesgos se formalizd mediante la aplicacién de Diagramas de Ishikawa

(Fig. 2.1), sistematizando el estudio de la potencial incidencia de los factores que conformaban el

método inicial.
PRECIPITACION DE EXTRACCION A B
il LiQuipo- Liauino INYECTOR FASE MOVIL BOMBA
PROTEINAS -

. Velocidad de
Relacién de Volumen —s' pH — Flujo

Solvente Volumen
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RENDIMIENTO DEL
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RENDIMIENTO DEL
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CALIBRACION o] COLUMNA CO-ADMINISTRADA

Figura 2.1: Diagramas de Ishikawa para identificacion de riesgos. Factores asociados al rendimiento del A)
pretratamiento de muestra y B) sistema cromatogréfico.
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24.24. Fase de exploracion y conocimiento inicial del sistema
Una vez identificados los factores asociados al desempefio de ambas etapas del método
se evaluaron los niveles operativos de algunos de ellos. Este analisis se fundamenté en algunos
casos en conocimientos tedricos previos y/o a resultados de la fase inicial de experimentacion,

como asi también en base a la disponibilidad de recursos.

2.4.2.4.1. Seleccion de la columna

Se evaluaron tres columnas cromatogréficas, seleccionandose una columna Zorbax Eclipse
XDB C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um) de resolucion rapida (C1), frente a otras dos columnas: Zorbax
Eclipse Plus C18 (75 x 4.6 mm, 3.5 um) (C2) e Infititylab Poroshell 120 EC C18 (75 x 3.0 mm, 2.7
pm) (C3). Si bien las tres columnas presentan el mismo tipo de fase estacionaria (C18), se eligid
la C1 porque el revestimiento extradenso de la fase ligada y la desactivacion de los silanoles
residuales disminuyen las interacciones perjudiciales de los silanoles con los analitos y ademas
protegen el soporte de silice de la disolucion en entornos de pH intermedio y alto.

A modo de ejemplo, en la Figura 2.2 se evidencia la obtencion de un pico cromatogréfico
de MEM con mejor simetria y menor ancho de pico obtenido con la columna C1 que con las otras

columnas evaluadas.

10 -

C1

C3 c2

Absorbancia (AU)

Tiempo (min)
Figura 2.2: Cromatograma registrado a 298 nm de una muestra de plasma fortificado con MEM (10.0 ug/mL) con tres
columnas cromatograficas: Zorbax Eclipse XDB C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 um) de resolucién rapida (C1), Zorbax Eclipse
Plus C18 (75 x 4.6 mm, 3.5 um) (C2) y Infinitylab Poroshell 120 EC C18 (75 x 3.0 mm, 2.7 um) (C3).

2.4.2.4.2. Seleccion de la fase mévil y del modo de elucion

Respecto a la fase movil inicial se selecciond ACN como modificador organico debido a su
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menor polaridad en comparacion con la de MeOH, lo que a su vez reduce los tiempos de retencion
y disminuye el ancho del pico cromatografico de los analitos analizados.

Para mantener el pH, se seleccion6 una SR de fosfatos debido a su gran capacidad de
regulacion a pH cercanos a 7.00 y su insignificante absorcién a las longitudes de onda
seleccionadas para el monitoreo de los antibiéticos en estudio. Se optd por utilizar un pH inicial de
7.00 debido a que MEM presenta inestabilidad a pH muy acidos y basicos [171]. Por otro lado, los
tres analitos presentan diferentes pKa. Mientras que MEM presenta un grupo carboxilico
(pKa1=2.9) y un grupo amino secundario del anillo de pirrolidina (pKa2= 7.4) [179], CAZ contiene
un grupo carboxilico fuertemente &cido unido al nucleo (pKa=1.9), un centro de aminotiazol débil
en la cadena lateral (pKa= 4.1) y un segundo grupo carboxilico en la cadena lateral (pKa=2.7)
[180]. Por ultimo, PIP presenta al igual que MEM, dos pKa 3.4 y 4.3 [141]. Al trabajar a un pH
cercano a 7.00 se logro entonces obtener diferentes polaridades de los antibiéticos de interés
estableciéndose un perfil de eluciéon adecuado. Bajo las condiciones iniciales del sistema
cromatografico anteriormente mencionadas, los tiempos de retencion de cada analito fueron los
siguientes: 4.50 min para CAZ, 9.10 min para MEM y mayor a 25.0 min para PIP.

En base a estos resultados preliminares se realizaron ajustes en la proporcién de ACN y SR
en la fase movil, con el objetivo de obtener sefiales analiticas (SA) adecuadas para los tres analitos
de manera simultanea y tiempos de retencion en conformidad con los requerimientos del ATP. Por
lo tanto, se cambio de la modalidad isocratica a gradiente de elucion, y se agregé una proporcidn
de agua ultrapura al gradiente para evitar la precipitacion de la mezcla de SR 50 mM y ACN (Tabla
2.5), resultando en un perfil de elucion como el que se muestra en la Figura 2.3.

300 4
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Figura 2.3: Cromatograma registrado a 298 nm (rojo) y a 250 nm (azul) de una solucién acuosa combinada diluida de
CAZ (32.0 pg/mL), MEM (8.0 pg/mL) y PIP (65 pg/mL) con gradiente de elucién.
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Utilizando la misma solucién acuosa combinada que la evaluada en el cromatograma de la
Figura 2.3 se fortifico un PB y luego de aplicar el pre-tratamiento inicial de la muestra se obtuvo
el perfil de elucion que se muestra en la Figura 2.4. Como puede observarse, el perfil
cromatografico obtenido con los analitos en plasma fue parecido al que el que se observé en
solucion acuosa, sin embargo, aparecen sefiales nuevas atribuibles a componentes endégenos
(CE) del plasma. Por otro lado, se observa que el pico correspondiente a CAZ presenté una

marcada particidn generada por el solvente de inyeccidn de la muestra.
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Figura 2.4: Cromatograma registrado a 298 mn (rojo) y a 250 nm (azul) de una muestra de plasma fortificado con los
tres analitos de interés en las concentraciones aproximadas CAZ (32.0 pg/mL), MEM (8.00 pg/mL) y PIP (64.0ug/mL).

2.4.2.4.3. Evaluacion de medicacion concomitante

Para continuar con el desarrollo se realizé un estudio detallado de los farmacos que podrian
tener un impacto sobre la selectividad del método. En principio se descartaron como posibles
interferentes el remifentanilo, el fentanilo, la fenitoina, el levetiracetam y la heparina debido a que
son moléculas que no poseen absorcion a las longitudes de onda establecidas para el monitoreo
de los antibiéticos de interés. El resto de la medicacion listada en la Tabla 2.2 (ver seccién 2.3.4)
se evalud experimentalmente.

Para ello, se prepararon soluciones individuales de cada uno de los farmacos mediante
disolucién de una cantidad determinada en agua ultrapura 0 MeOH segun sus respectivas
solubilidades. Posteriormente se efectuaron diluciones apropiadas de estas soluciones en agua
ultrapura y se fortificaron PBs en concentraciones terapéuticas habituales. El pre-tratamiento

aplicado a las muestras de plasma fortificadas y el sistema cromatografico fueron los descriptos
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en la seccién 2.4.2.2. Luego de identificar la SA producida por cada farmaco de manera individual,
se fortific un mismo PB con los tres analitos mas los farmacos posiblemente concomitantes. El
resultado obtenido al analizar esta muestra se observa en la Figura 2.5. La coelucion o la elucion
en tiempos de retencion cercanos a los analitos fue el criterio adoptado para clasificar a un CE o
a un farmaco como un posible interferente. Siguiendo el orden de elucion en el sistema
cromatografico se observaron entonces, los siguientes interferentes potenciales: noradrenalina
(NOR), dopamina (DOP), compuesto enddgeno 1 (CE1), aspirina (ASP), compuesto endogeno 2
(CE2), paracetamol (PCT), metronidazol (MTZ), morfina (MOP), ranitidina (RNT) y furosemida
(FRS). El resto de los farmacos evaluados experimentalmente no presentd SA, por lo que se
supone que no se co-extrajeron con el pretratamiento de muestra aplicado o que eluyeron en el

frente de la corrida.
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Figura 2.5: Cromatograma registrado a 298 nm (rojo) y 250 nm (azul) de una muestra de PB enriquecida con CAZ
(32.0 pg/mL, 4 y 6), MEM (8.00 pg/mL, 10) y PIP (64.0 ug/mL, 13) y la medicacion coadministrada que resulto posible
interferente: NOR (1), DOP (2), CE (3 y 7), ASP (5), PCT (8), MTZ (9), MOP (11), RNT (12) y FRS (14).

2.4.2.4.4. Seleccion de las longitudes de onda

A partir de los resultados obtenidos en el punto anterior, se evidencié la necesidad de
replantear la longitud de onda de monitoreo para CAZ. Si bien se observa claramente que a 250
nm el sistema presenta mayor sensibilidad para este analito, a 298 nm presenta mejor selectividad,
siendo esta Ultima la propiedad analitica menos lograda. Por lo tanto, se cambié la longitud de
onda de monitoreo para CAZ a 298 nm al igual que para MEM, quedando el monitoreo a 250 nm
para PIP. A raiz de esta decision, se elimina a ASP como posible interferente, debido a que su SA

a 298 nm es despreciable.
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2.4.2.4.5. Pretratamiento de la muestra

Se adopto inicialmente el pre-tratamiento de muestras plasmaticas para determinacion de
B-LA descripto por Casal y col.[166] que utiliza una relacion 1:1 entre plasmay SEST (ver seccion
2.3.6). Los autores mencionados demostraron que el agregado de una solucion estabilizadora es
necesario para garantizar la estabilidad de los B-LA durante el analisis.

Tanto la etapa de PP como la de ELL, se estudiaron experimentalmente con el fin de mejorar
la SA de CAZ, el analito mas desfavorecido en cuanto a la forma del pico (Fig. 2.4) sin afectar las
SAs de MEM y PIP. Para ello se evalu6 el efecto del tipo de solvente y la proporcién de volumenes
entre plasma y solvente organico utilizados. El solvente en la PP fue ACN debido a que es el
modificador organico con el cual estd compuesta la fase mévil, lo que es recomendable. Se
evaluaron dos proporciones de volumenes, 1:1y 1:2 para esta etapa. Para la ELL se evalud la

utilidad de CHL y de MeCl en las mismas proporciones (Tabla 2.7).

Tabla 2.7: Ensayos para evaluar el desempefio de PPy ELL.

Estabilizacion PP ELL
Pretratamiento Volumen (L) Volumen (L) Proporcion (L) I:';!agcwn (u)
Plasma: SEST2 ACN SBb: Cloroformo  vioruro de
Metileno
1 150:150 500 600: 600
2 150:150 500 500:1000
3 250:250 500 600:600
4 250:250 500 500:1000
5¢ 150:150 600 600:600

aSEST: solucién estabilizadora.
b SB: sobrenadante que corresponde a plasma desproteinizado.
¢Corresponde al pretratamiento inicial.

Los mejores resultados, es decir aquellos que proporcionaron una mejor SA para CAZ sin
afectar la de MEM y PIP, se obtuvieron con una proporcion 1:2 de plasma: ACN para la etapa PP
y una proporcion 1:2 de plasma desproteinizado:MeCl para la ELL, quedando establecido el pre-

tratamiento de la muestra cémo se indica en la seccidn 2.3.6 y en la Figura 2.6.

Sy 150.0 4l PI e e X :
| 2 ul Plasma ‘ 500.0 uL ACN ‘ 500,04l T ‘ 1000 L MeCl + sobrenandante FF
k) ‘ ‘ | | Sobrenadante . ‘ \\ | ‘ I ' I B
v { =g
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\/ sesT H- Vortex 205 1-\‘ | Vortex20s+ |/ \/ Vortex20s+
o ~ Centrifugacien " Centrifugacien
6000 r.p.m. 2min 6000rp.m. 2min  Vial coninserto

Procesamiento de la muestra
por CLAR_DAD

Figura 2.6: Procedimiento optimizado para el pretratamiento de las muestras de plasma.
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2.4.2.5. Evaluacion de riesgos

Durante la etapa de exploracion inicial del sistema se lograron un pretratamiento de muestra
y un sistema cromatografico iniciales a partir de los cuales se obtuvieron SAs adecuadas para los
analitos en un tiempo de analisis apropiado y se identificaron posibles interferentes. Sin embargo,
las resoluciones cromatograficas de los picos de los analitos con picos de la medicacion
coadministrada y/o diversos componentes endogenos del plasma no eran todavia satisfactorias,
afectando la selectividad del método. Se continué entonces, con un estudio mas profundo y
detallado del sistema a los fines de optimizarlo. En este sentido se definieron los CMAs, se

identificaron los CMPs y se estudiaron las relaciones entre ellos mediante la aplicaciéon de DOEs.

2.4.2.6. Atributos criticos del método

Se definieron como CMAs las variables respuestas dadas por las resoluciones (Rs) entre
los picos cromatogréaficos de los B-LAs y los CE y/o la medicacion coadministrada (posibles
interferentes). Ademas, sabiendo que el logro de un aumento de Rs en pico cromatograficos puede
traer como consecuencia un aumento significativo en el tiempo de la corrida cromatografica, se
sumé también como CMA el tiempo de retencién (tr) de PIP, el ultimo B-LA en eluir en el
cromatograma. Por lo tanto, se identificaron y definieron un total de 7 (siete) CMAs y se
establecieron para ellos criterios de aceptacion a los fines de asegurar el cumplimiento del ATP
(Tabla 2.8).

Tabla 2.8: Atributos criticos del método y criterios de aceptacion

CMaAs - Respuestas (y) Descripcién Criterios de aceptacion
y1 Rs CE1—CAZ 21.0
y2 Rs CAZ - CE2 210
y3 Rs MTZ - MEM 210
y4 Rs MEM -MOP 210
y5 Rs RAN - PIP 21.0
y6 Rs PIP -FRS 21.0
y7 tr PIP <13.0 min

Definidos los CMAs, el siguiente paso fue determinar qué parametros del sistema
cromatografico, en términos de condiciones operativas, podian modificarse para lograr el

cumplimiento del ATP, es decir, identificar los probables CMPs.
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2.4.2.7. Parametros criticos del método
Habiéndose fijado en la etapa inicial las condiciones operacionales de algunas de las
variables del método (columna cromatogréfica, temperatura del inyector, volumen de inyeccion y
composicion de la fase mdvil) se identificaron cuatro factores que podian modificarse dentro del
rango experimental inicial de manera tal de poder evaluar si sus efectos eran o no significativos

sobre alguno de los CMAs. Estos factores fueron designados como probables CMPs (Tabla 2.9).

Tabla 2.9: Probables parametros criticos del método y rangos experimentales a evaluar.

Probables CMPs — Factores (x) Descripcion Rango Experimentales
x1 pH de la SR 6.80 - 7.20
x2 Concentracion de la SR 10.0-50.0 mM
x3 Velocidad de flujo de la fase mévil 0.80 - 1.20 mL/min
x4 Temperatura del horno de columna 25.0-35.0°C

Los rangos experimentales que se muestran en la Tabla 2.9 se seleccionaron en funcién de
los resultados obtenidos en la etapa inicial de desarrollo del método. En particular, se decidid
evaluar concentraciones mas bajas de la SR (maximo 50.0 mM) para evitar inconvenientes con la
mezcla de ACN y temperaturas mas altas (minimo 25°C) teniendo en cuenta la estabilidad de la
columna cromatografica. El resto de las variables se evaluaron entorno a las condiciones centrales

propuestas anteriormente, es decir pH de la SR =7.00 y velocidad de flujo= 1.00 mL/min.

2.4.2.7.1. Evaluacion de los factores y del entorno experimental. Disefios

de primer orden.

Para una primera evaluacion de los efectos de los factores y del entorno experimental
seleccionado se utilizé un DFF1 en dos niveles con tres repeticiones del punto central. Los CMAs
descriptos en |a Tabla 2.8 fueron evaluados como las respuestas en los cromatogramas obtenidos
a partir de muestras de plasma fortificado con los analitos de interés en concentraciones
correspondientes a [4xCIM] para cada uno y los 6 (seis) farmacos que resultaron potenciales
interferentes en concentraciones terapéuticas aproximadas.

Como puede observarse en la Tabla 2.10, en el domino experimental del DFF1, los CMAs
menos favorecidos resultaron y2 e y3. En ambos casos, los rangos de las respuestas incluyen
resoluciones no satisfactorias, resultando ser y3 el CMA mas critico, ya que, en la mayoria de las
corridas, se obtuvieron resoluciones menores a 1.0 entre los picos de MTZ y MEM. El resto de los

CMAs lograron cumplir los criterios establecidos.
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Tabla 2.10: Plan de experimentacién y resultados del disefio DFF1
Probables CMPs2 CMAsb

Corrida X1 X2 X3 . X4 )4l y2 ys3 y4 ys Ye y.7
(mM)  (mL/min) (°C) (min)

1 7.00 30.0 1.00 30.0 740 253 060 431 581 181 6%

2 7.20 50.0 1.20 35.0 712 133 111 471 607 187 6.18

3 7.20 50.0 0.80 25.0 123 038 000 445 462 208 822

4 6.80 10.0 0.80 25.0 479 18 000 236 654 209 812

5 6.80 50.0 1.20 25.0 568 333 000 418 6.18 182 6.08

6 6.80 50.0 0.80 35.0 6.36 224 000 428 421 171 8.05

7 7.00 30.0 1.00 30.0 734 224 044 414 611 184 692

8 7.20 10.0 0.80 35.0 759 340 000 7.02 230 165 8.05

9 7.20 10.0 1.20 25.0 563 359 085 595 378 174 6.04

10 6.80 10.0 1.20 35.0 642 184 094 283 817 197 6.18

1 7.00 30.0 1.00 30.0 725 230 025 400 599 186 693

Minimo 479 038 000 236 230 165 6.04

Rango de Respuestas Maximo 123 359 111 702 847 209 822

a CMPs: x1. pH de la SR, x2: concentracion de la SR (mM), x3: velocidad de flujo de la fase mévil (mL/min) y x4:
temperatura del horno de la columna.

bCMAs: y1: Rs CE1- CAZ, y2: Rs CAZ-CEz, y3: Rs MTZ - MEM, y4: Rs MEM — MOP, y5: Rs RAN - PIP, y6.
Rs PIP-FRS e y7: t PIP.

Mediante el uso del programa Design Expert 11.0 se obtuvieron los modelos de regresion
lineal multiple para describir el comportamiento de cada CMA en funcién de los niveles de los
factores. Se evaluo la significancia (valor p <0.10) de los coeficientes de regresion de las variables
y sus interacciones, mediante ANOVA para obtener modelos significativos (valor p <0.05), sin falta
de ajuste (valor p = 0.05) y parsimoniosos, de manera que permitieran evaluar los efectos de los
factores estudiados (Fig. 2.7). Estos resultados evidenciaron en primer lugar que todos los factores
tenian efectos significativos sobre una o mas de una respuesta, por lo que constituian
verdaderamente CMPs. Ademas, se observd que, en general, los principales efectos sobre las
respuestas en su conjunto fueron los de la concentracion y del pH de la SR, el de la interaccién de
estos factores (x1x2) y el de la velocidad de flujo. En comparacion con estos, la temperatura del

horno de columna, present6 un efecto menos significativo sobre todas las respuestas en conjunto.
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Figura 2.7: Representacion de los efectos y significancia de los cuatro CMPs (x1, pH de la SR; x2, concentracién
de la SR; x3, velocidad de flujo y x4, temperatura del horno de la columna) y sus interacciones sobre cada uno de
los CMAs en el disefio de screening DFF1. Los efectos positivos se presentan hacia la derecha y los negativos hacia
alaizquierda. Los efectos de los factores significativos se representan en color naranja y los no significativos en color
celeste.

También se observd que la velocidad de flujo era un factor significativo con un efecto positivo
sobre las respuestas mas criticas, y como era de esperarse, con un efecto negativo sobre y7.

Aunque la velocidad de flujo fue el unico factor que resulté realmente significativo sobre
y3, esta respuesta se vio favorecida también por temperaturas altas del horno de columna, altos
pH y bajas concentraciones de SR.

Para el caso de y2, una de las respuestas mas criticas, el factor que resulté altamente
significativo fue la interaccion entre el pH'y la concentracion de la SR, viéndose favorecida en dos
condiciones inversas. Por un lado, altos pH y bajas concentraciones de la SRy, por otro lado,
bajos pH con altas concentraciones de la SR. Ademas, sobre este CMA, la velocidad de flujo tuvo
un efecto significativo positivo, al igual que sobre y3.

De acuerdo a la metodologia secuencial de DOE y teniendo en cuenta los conocimientos

adquiridos en el primer disefio de screening, se evalud un nuevo dominio experimental para lograr
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condiciones mas favorables para y2 e y3.

Nuevamente se aplicé un DFF con tres repeticiones del punto central (DFF2) para evaluar
los CMPs mas influyentes: la velocidad de flujo y el pH de la SR. De esta manera se corrieron 7
(siete) nuevos puntos experimentales utilizando la misma muestra que en el disefio anterior. En
este caso la temperatura del horno de la columna se fij6 en 35°C y la concentracion de la SR en
10.0 mM debido a que las resoluciones mas criticas resultaron méas favorecidas en estas
condiciones. Por otro lado, se expandieron los rangos de pH de la SR (7.20 — 7.80) y de la
velocidad de flujo (1.00 — 1.50 mL/min).

Las respuestas obtenidas en el nuevo dominio experimental fueron modeladas y los efectos
de las variables se evaluaron, nuevamente mediante ANOVA. Los resultados del DDF2 (Tabla
2.11) demostraron que, el pH de la SR tiene un efecto significativo sobre la mayoria de las
respuestas, y a pesar que la resolucion de CAZ y MEM con sus picos adyacentes mejord
considerable, la resolucion de PIP con sus picos adyacentes se convirtié en la respuesta mas

critica, particularmente y6.

Tabla 2.11: Plan de experimentacién y resultados del disefio DFF2.

CMPs> CMAsb

Corrida X3 yr
X1 (mL/min) yi y2 y: yé ye ye (min)

1 7.50 1.25 12.2 343 1.46 8.43 1.16 1.81 5.87
2 7.80 1.00 124 3.86 1.38 9.15 0.00 0.00 6.85
3 7.20 1.00 11.6 6.92 0.98 6.11 2.26 1.37 6.81
4 7.50 1.25 11.9 3.31 1.55 8.87 1.05 1.81 5.86
5 7.50 1.25 11.9 3.61 1.60 8.85 1.04 1.79 5.86
6 7.80 1.50 9.09 3.63 2.79 10.9 0.00 0.00 5.20
7 7.20 1.50 7.32 3.66 1.47 6.60 3.77 0.00 5.20
Rango de Minimo 732 3.31 0.98 6.11 0.00 0.00 5.20
Respuestas Maximo 124 6.92 2.79 10.9 3.77 1.81 6.85

a CMPs: x1: pH de la SR y x3: velocidad de flujo de la fase mévil (mL/min).
bCMAs: y1: Rs CE1- CAZ, y2: Rs CAZ-CEz, y3: Rs MTZ - MEM, y4: Rs MEM — MOP, y5: Rs RAN - PIP, y6.
Rs PIP-FRS e y7: & PIP.

2.4.2.7.2. Generacion de conocimiento detallado del sistema. Disefios de

segundo orden.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ambos disefios de screening, se corrid un

disefio experimental de segundo orden para evaluar en detalle los efectos de los dos principales
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CMPs e identificar las condiciones experimentales 6ptimas para cumplir con los criterios
establecidos para todos CMAs de manera simultanea.

Para los CMPs de menor impacto se establecieron las siguientes condiciones: velocidad de
flujo en 1.50 mL/min y temperatura del horno de columna en 30.0°C. Esta temperatura se
selecciond como compromiso para favorecer la resolucion del pico de PIP y FRS (y6) y para
preservar la integridad de la columna (no es recomendable el uso de una fase estacionaria a base
de silice a altas temperaturas y altos pH, simultdneamente). En el caso de la velocidad de flujo, se
selecciond esa condicion ya que mejora la resolucion de MEM (y3).

El disefio empleado fue un DCC con una distancia codificada para a = 1.41 para lograr el
criterio de isovarianza por rotacion. La matriz experimental se dividié en dos bloques, para poder
realizar los experimentos en dos dias diferentes. En cada bloque, las corridas cromatograficas se
realizaron en un orden aleatorio para asegurar la independencia de los resultados y minimizar los
efectos de los errores no controlados.

La matriz experimental y las respuestas obtenidas se muestran en la Tabla 2.12. Como se
observa, tanto y3 como y6, fueron los CMAs menos favorecidos, pero como todos los CMAs
alcanzaron valores aceptables en algunas de las corridas cromatogréficas, las respuestas fueron
modeladas y analizadas para encontrar una solucidén aceptable dentro del entorno experimental
evaluado. Para ello se construyd un modelo experimental para cada CMA ajustando los datos del
DCC a una funcién polinomial de segundo orden.

En cada modelo, se evaluaron los coeficientes de regresion estimados mediante ANOVA, y
se llevd a cabo un procedimiento de regresion hacia atras para eliminar los términos no
significativos (valor p >0.10). De esta manera, se obtuvieron modelos que incluyen solo los
términos significativos y los necesarios para mantener la jerarquia. Los modelos ajustados, fueron,
a su vez sometidos a un analisis ANOVA para determinar su significancia (valor p < 0.05) y la falta

de ajuste (valor p > 0.05).

Tabla 2.12: Plan de experimentacion y resultados del DCC

CMPs2 CMAs®
Experimento Bloque
x2 y7
x1 (mM) y1 y2 y3 v4 y5 y6 (min)
1 1 7.65 44 1 7.22 3.57 2.08 7.73 3.07 1.52* 5.32

1 7.65 15.9 5.93 2.57* 2.45 8.88 1.75 0.00 5.26
1 6.95 441 7.33 2.28 0.70 1.97 7.83 211 5.33
7.30 30.0 6.80 2.57 1.52 5.93 5.30 1.84 5.42
1 7.30 30.0 6.74 2.70 1.70 5.80 5.06 1.93 5.32
1 7.30 30.0 6.55 2.75 1.78 5.78 5.03 1.67 5.31

o o AW DN
—_
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7 1 6.95 15.9 6.11 3.52 0.99 4.12 6.48 1.36 5.27
8 2 7.30 30.0 6.28 2.96 1.57 6.17 5.23 1.59 5.28
9 2 7.30 50.0 6.00% 3.41 0.77 338 6.94 0.70 5.21
10 2 7.30 10.0 5.50 3.19 1.97 7.36 3.38 0.00 5.21
11 2 7.30 30.0 6.56 2.79 1.52 6.12 5.16 1.02* 5.29
12 2 7.30 30.0 6.50 2.86 1.64 6.38 4.87 1.47 5.29
13 2 7.80 30.0 6.88 2.28 2.65 9.18 1.66 0.00 5.29
14 2 6.80 30.0 6.66 2.58 0.79 1.90 8.51 2.03 5.30

* Qutliers (residuos estudientidizados >3)

a CMPs: x1. pH de la SR, x2: concentracion de la SR (mM), x3: velocidad de flujo de la fase mévil (mL/min) y x4:
temperatura del horno de la columna.

bCMAs: y1: Rs CE1- CAZ, y2: Rs CAZ-CEz, y3: Rs MTZ - MEM, y4: Rs MEM — MOP, y5: Rs RAN - PIP, y6.
Rs PIP-FRSe y7: tr PIP.

En la Tabla 2.13 se resumen los resultados de los modelos ajustados y el nivel de criticidad
de cada uno de los CMAs asociado al rango de respuesta obtenido en el entorno experimental
evaluado, el cual esta estrechamente relacionado al cumplimiento del ATP. Se obtuvo para cada
uno el R? -adj para estimar el ajuste del modelo y el R?-pred para evaluar la capacidad del modelo
para predecir nuevas observaciones.

Se considera que la falta de ajuste del modelo de y5 es consecuencia de la baja variabilidad
obtenida experimentalmente entre los replicado del punto central, sin embargo, el modelo presentd
un R2-pred altamente satisfactorio, por lo que se considero Util para evaluar el comportamiento de
la respuesta.

Por otro lado, la capacidad de predecir del modelo y7 no fue muy bueno (R?-pred = 0.0557),
por lo que no se tuvo en cuenta en la etapa de optimizacion, teniendo en cuenta que el nivel de

criticidad es bajo y el rango de respuesta es aceptable.
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Tabla 2.13: Andlisis de los modelos ajustados de cada una de las CMA evaluadas
. _ _ ANOVA valor pb
CMA Rando Nivel de Modelo Términos Término? Falta d R? R?
g Criticidad significativos (xi) Adicionado Modelo a‘a de Adj. Pred.
Ajuste
y1 5.50-7.32 Bajo Cuadratico x2,x1% x1 0.0001 0.5264 0.8840 0.7391
1,x2,x1x2
y2 2.28 - 3.57 Bajo Cuadratico x x; ;‘sz : <0.0001 03938 09583 0.8576
y3 0.70 - 2.65 Alto Cuadratico x1,x2,x2? - <0.0001 0.1429 0.9413 0.7973
. e x1,x2,
y4 1.90-9.18 Medio Cuadratico 2 - <0.0001 0.4365 0.9974 0.9930
x1x2,x1
y5 1.66 — 8.51 Medio Lineal x1,x2 - <0.0001 0.0624 0.9771 0.9540
- x1,x2,
y6 0-2.11 Alto Cuadratico 2 o2 - <0.0001 0.6980 0.9836 0.9577
x14,x2
y7 521-542 Bajo Cuadratico x2? x2 0.0096 0.9355 0.5259 0.0557

aTermino adicionado para mantener la jerarquia.
b Valor p menor a 0.05 indica pardmetro significativo.
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A continuacion, se obtuvieron y evaluaron las graficas de superficie de respuesta de cada
modelo ajustado. En la Figura 2.8 se puede observar claramente el comportamiento antagoénico
de los CMA, y3 e y6, las respuestas mas criticas. Por un lado, la resolucion entre MTZ y MEM se
ve favorecida por baja concentracion y alto pH de la SR, contrario a la resolucién entre PIP y FRS.

Por lo tanto, fue requisito lograr un compromiso entre estos dos CMA para definir el MODR.

Rs (MTZ-MEM)

Rs (PIP-FRS)

e, ~
e”fra =
o ., 200

s“'fa% 10.0 " 6.80

Figura 2.8: graficos de superficie de respuesta de los modelos ajustados para los CMAs (resolucién de pico, Rs) mas
comprometidos: y3 e y6, en el dominio experimental a una temperatura de horno de columna de 30.0°C (x4)y a
una velocidad de flujo de 1.5 mL/min (x3).

2.4.2.8. Definicion del MODR, espacio de control y punto éptimo de

trabajo
Para definir el MODR se recurri6 a la optimizacién grafica que ofrece el programa Design
Expert. Con esta herramienta se obtuvieron las gréaficas de contorno de los modelos ajustados de
los CMAs méas comprometidos, y3 e y6, especificando el limite inferior aceptable para las
respuestas (Rs = 1.0) con sus correspondientes intervalos de prediccion. Estas graficas se
muestran en la Figura 2.9 Ay B, donde se observan delimitadas tres areas diferentes. Las areas
de color naranja representan el entorno experimental de los factores dénde no se cumplen los

criterios de Rs > 1.0, las areas de color amarillo corresponden a los intervalos de prediccion
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(con 95% de confianza) para Rs = 1.0 y las areas de color verde representan la regién o entorno
experimental de los factores en donde las Rs > 1.0.

Para poder identificar la region comdn en el entorno experimental de los factores en donde
ambos CMAs cumplen con los criterios de aceptacion, se superpusieron las graficas de contorno
(Fig. 2.9 C), quedando definida la region de compromiso 0 MODR. Esta regidn esta delimitada por
los limites inferiores de los intervalos de prediccion para Rs = 1.0 de y3 y de y6, conformando
entonces el entorno experimental de los factores en donde el método es operable para lograr la

calidad analitica requerida.

A Rs (MTZ-MEM) B Rs (PIP-FRS)
50.0
s
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o
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pH de SR pH de SR

Rs (MTZ — MEM) - (PIP-FRS)
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Figura 2.9: Gréaficos de contorno de los modelos ajustados de y3 (A) e y6 (B) y superposicion de los graficos de
ambas CMAs (C). Los limites inferiores de prediccion (Pl) para Rs = 1.0 con el 95% de confianza se representan con
lineas negras.

Seguidamente se seleccionaron dentro del MODR los rangos practicos de pH y
concentracién de la SR definiendo de esta manera el EC del método. Para ello se trazé un
rectangulo imaginario dentro de la zona verde (Fig. 2.9 C) definido por el rango de pH de 7.18 -
7.46'y de la concentracion de la SR de 27.5 — 34.5 mM.

Finalmente, para determinar el OWP se llevé a cabo la optimizacién numérica simultdnea

de los CMPs y los CMAs maximizando la funcién Deseabilidad, D. Los criterios para lograr esas
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condiciones experimentales optimas de operabilidad se seleccionaron en base a los objetivos y

limites especificados que se muestran en la Tabla 2.14. Para los CMPs se establecieron como

requisitos los limites del EC, mientras que paralas Rs se establecieron criterios de maximizacion,

dandose mayor importancia dentro de la funcion D a las respuestas mas criticas, y3 e y6.

Tabla 2.14: Condiciones para la optimizacién numérica

Limites

Parametro Objetivo - - Importancia
Inferior Superior

CMPs x1 En rango 7.18 7.46 3

x2 En rango 27.5 34.5 3

yl Maximizar 549 7.33 3

y2 Maximizar 2.28 3.57 3
CMAs y3 Maximizar 1.00 3.00 5

v4 Maximizar 1.90 9.18 3

y5 Maximizar 1.66 8.51 3

y6 Maximizar 1.00 3.00 5

Mediante la optimizacién numérica, se logré identificar un punto estable (D = 0.424) a pH =

7.30y una concentracion de SR de 30.3 mM, estableciéndose esta combinacion como la condicion

experimental 6ptima, es decir el OWP (Fig. 2.10). En este punto dentro del espacio de los factores,

las respuestas predichas por los modelos ajustados fueron: y1 =6.73, y2 = 2.85, y3 = 1.70, y4

= 6.37, y5 = 4.80 e y6 = 1.53. Estas respuestas predichas resultaron satisfactorias y fueron

confirmadas experimentalmente luego de realizar la validacion estadistica del OWP.
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Figura 2.10: D en funcién del pH y concentracion de la SR durante la optimizacién simultanea de dos CMPs y los

CMAs.

Para la validacion estadistica del OWP y del EC sefialado se determind, mediante

simulaciones de Montecarlo, la probabilidad de fallar. Para esta validacion se establecio como falla

un valor de Rs < 1.5 cuando se trabaja en el OWP, o un valor de Rs < 1.0 cuando se trabaja en
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cualquier otro punto del EC. Para obtener la simulacion se consider6 la variabilidad estandar de
los CMPs (£ 0.02 para el pH y + 0.5 mM para la concentracion de la SR) y el error de los
coeficientes de los modelos ajustados y en ambos casos se asumi6 una distribuciéon normal.
Utilizando el software Cristal Ball se obtuvieron las simulaciones mediante la ejecucion de
100 000 iteraciones en cada caso. En la Figura 2.11 se muestran los histogramas para las
distribuciones de respuestas probables. En base a estas distribuciones predictivas, el riesgo de
falla para Rs < 1.5 cuando se trabaja en el OWP resulté <1.5% para y3 y <0.4% para y6. Por
otro lado, en las simulaciones obtenidas en los puntos extremos del EC, el riesgo de falla (Rs<
1.0) fue practicamente igual a cero en todos los casos. Estos resultados demuestran la robustez
del método desarrollado, asegurando un alto grado de cumplimiento del ATP durante el empleo

rutinario del método al trabajar dentro del espacio de control.
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Figura 2.11: Graficas de distribucién de las Rs predichas para y3 (A) e y6 (B) obtenidas mediante simulaciones de
Montecarlo. La linea vertical roja sefiala la especificacion predefinida para la Rs en el OWP y en los diferentes
extremos del espacio de control de pH y concentracion de la SR: P1 (pH = 7.18 y concentracion de SR = 34.5 mM),
P2 (pH = 7.18 y concentracion de SR =27.5 mM), P3 (pH = 7.46 y concentracién de SR = 27.5 mM), y P4 (pH = 7.46
y concentracion de SR = 34.5 mM).
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Como ultimo paso en la validaciéon del OWP se confirmd experimentalmente la calidad de
los CMAs obtenidos en esas condiciones al analizar muestras de plasma fortificado con los 9
farmacos (3 analitos y 6 farmacos identificados como interferentes). Los resultados promedios (n=
3) obtenidos para las Rs fueron y1=6.43, y2=2.61,y3=1.52,y4=7.38,y5=520e y6 =1.46
(Fig. 2.12). Estos resultados se encuentran dentro de los intervalos de prediccion de cada una de
las repuestas, confirmando de esta manera, que los modelos ajustados para cada CMA son

adecuados para predecir nuevas respuestas experimentales.
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Figura 2.12: Cromatograma registrado a 298 nm (A, rojo) y 250 nm (B, azul) en las condiciones del punto 6ptima de
trabajo, de una muestra de plasma enriquecida con CAZ (32 pg/mL), MEM (8.0 ug/mL) y PIP (64 pg/mL) en las
concentraciones esperadas y la medicacion coadministrada: dopamina (1), compuestos endogenos (2 y 3),
paracetamol (4), metronidazol (5), morfina (6), ranitidina (7) y furosemida (8), frente a una muestra de plasma blanco
(negro).

2.4.3. Validacion del método

En primer lugar, se redactaron el Procedimiento Operativo Estandar Bioanalitico de
Medicamentos para la determinacién de ceftazidima, meropenem y/o piperacilina en plasma
humano (POE_BAM_006) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estandar de Validacion
(POE_VBAM_006), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestién de la Calidad del
LCCM - FBCB - UNL.

Los parametros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de
calibrado y modelo de prediccidn, precision intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud
(evaluacion conjunta del sesgo y precision), efecto dilucién y diferentes estudios de estabilidad,

tales como: la estabilidad de las SES, de las muestras procesadas en el inyector y en la mesada,
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la estabilidad a corto y largo plazo y los ciclos de congelamiento y descongelamiento. Se siguieron

para esto los lineamientos y recomendaciones de la guia de validacién de método bioanaliticos de
la FDA [69]

2.4.3.1. Selectividad

Como se menciond anteriormente, el alcance de la selectividad se abord6 desde el inicio
del desarrollo del método, estableciendo las condiciones de trabajo que garanticen Rs
satisfactorias de los picos de los analitos, incluso en un escenario complejo de polimedicacidn. Sin
embargo, se confirmo la ausencia de SA en los tiempos de retencién de los analitos de interés en
cromatogramas del solvente de inyeccion (n=3), de plasmas heparinizados obtenidos a partir de
diferentes personas no medicadas (n=6), de plasmas obtenidos a partir de sangre entera
hemolizada (n=6) y de plasmas fortificados con los analitos y los farmacos posiblemente
concomitantes. Parte de estos resultados se muestran en la Figura 2.13, donde se observa que
ni el solvente de inyeccién ni el PB presentaron sefial en los tiempos de retencion de CAZ (2.70
min), MEM (4.00 min) y PIP (5.50 min) a las longitudes de onda de monitoreo.

Por otro lado, no fue necesario evaluar la interferencia de metabolitos de los antibiéticos [3-
LAs de interés, ya que se sabe que la mayor parte de la dosis que se administra se mantiene

inalterada hasta su eliminacion renal [181].
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Figura 2.13: Cromatograma registrado a 298 nm (A, rojo) y 250 nm (B, azul) de CAZ (2.0 pg/mL), MEM (0.50 pg/mL)
y PIP (4.0 pg/mL) en el limite inferior de cuantificacion (LIC). En verde se representa el solvente de inyeccion y en
negro PB.

2.4.3.2. Curva de calibrado y modelo de prediccion
Para establecer los modelos de prediccion del método para cada uno de los analitos se

construyeron curvas de calibrado multinivel con las MCs descritas en la Tabla 2.3 de la seccion
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2.3.5, en 7 (siete) niveles de concentracion por duplicado cada nivel en tres dias diferentes. Esto
resulté en un total de nueve curvas de calibrado, tres para cada analito.
Los resultados obtenidos del analisis de regresion en un dia de trabajo se muestran en la

Tabla 2.15. Resultados similares se obtuvieron para los otros dos dias.

Tabla 2.15: Parametros de regresion estimados a partir de las curvas multinivel para cada analito.

Parametro . CAZ MEM PIP
Analito

Rango analitico (jag/mL) 2.0-64 0.5-16 4.0-128
R? 0.9996 0.9996 0.9993
Pendiente (b) 5469.6 11288.3 3684.1

Sh 315 65.9 28.3
Ordenada al origen (a) -2172.5 -1153.2 -3979.5

Sa 1058.4 559.9 1906.8

IC 95% -4478.6 - 133.7 -2373.2-66.8 -8134.1-1751

La ecuacion de regresion y = a + bx; R?, coeficiente de determinacion
Sa: desvio estandar de la ordenada al origen y Sb, desvio estandar de la pendiente.
IC 95%, intervalo de confianza de la ordenada al origen calculado con un 95% de confianza.

Teniendo en cuenta que, en todas las curvas analizadas, el intervalo de confianza de la
ordenada al origen incluia el cero, se opté como modelo de prediccion para los analisis de rutina,
el de la calibracién en un Gnico nivel. Este modelo de calibrado implica el calculo de un factor de
calibracién obtenido en cada corrida analitica mediante el analisis de una MC de nivel intermedio.
Asi, el factor de calibracion resulta el cociente entre la concentracion exacta de la MC y su SA
analitica (el area del pico de interés).

De esta manera, los modelos de prediccién quedaron representados por la ecuacion
general:

CP =FCx SA

donde SA es la sefial analitica, FC es el factor de calibracién y CP es la concentracion predicha
del analito en la MC, MQ o MR.

2.4.3.3. Precision intra-ensayo e inter-ensayo
El estudio de precision se llevo a cabo mediante el procesamiento de las MQs descritas en
la Tabla 2.4 de la seccidn 2.3.5, es decir cuatro niveles de concentracién por quintuplicado en tres
dias diferentes.
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la precision se muestran en la Tabla 2.16.
Como se observa, tanto para repetibilidad como para precision intermedia se cumplen con los
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criterios de aceptacion establecidos: CV < 15% para todos los niveles, excepto para LIC donde el
CV < 20%.

24.34. Sesgo

Para el estudio del sesgo del método en la cuantificacion de cada uno de los analitos, se
utilizaron los datos obtenidos experimentalmente en el estudio de precision y se calculd el bias en
términos porcentuales (b%). Los resultados obtenidos para cada nivel en un dia de trabajo se
muestran en la Tabla 2.16. Como se observa en dicha tabla, el criterio de aceptacién de + 15%

para todos los niveles, excepto para el LIC donde puede ser + 20% se cumplié satisfactoriamente.

2.4.3.5. Exactitud. Evaluacién conjunta de sesgo y precision.
La exactitud se evalu6 de acuerdo al método propuesto por Hubert y col.[71] en el que se
tiene en cuenta la incertidumbre aceptable del resultado informado tal como se indica en el ATP.
Los resultados de esta evaluacion se muestran en la Tabla 2.16. Como se observa en dicha
tabla los limites inferior y superior del b% promedio obtenidos para cada analito se encuentran en
el rango de los limites de incertidumbre aceptables para el ATP propuesto (£15% 0 £20% para el
LIC).

2.4.3.6. Estudios de estabilidad

Finalmente se realizaron diferentes estudios de estabilidad de manera de conocer los
periodos aptos para la conservacion y manipulacion de las diferentes SES y muestras. Los
ensayos de estabilidad de muestras se realizaron en diferentes etapas y utilizando MQs en dos
niveles de concentracion: 3 x LIC y 0.75 x LSC.

Como resultado de estos ensayos se verificd que las SESs de cada analito fueron estables
al menos durante 72 horas conservadas en heladera entre 4 —8°C con una degradacién porcentual
< 15.0% para cada analito (CAZ: -11.7%, MEM: -2.7% y PIP: -2.8%). Los extractos de las muestras
procesadas conservadas en el inyector automatico del cromatégrafo a 4°C resultaron estables
durante al menos 7 (siete) horas observandose relacion de la sefial analitica respecto de la inicial
en los rangos de 93.3 — 101.0% para CAZ, de 93.8 — 102.4% para MEM y de 93.8 - 104.7% para
PIP. Se verifico también que las muestras son estables al menos durante 6 (seis) horas sobre la
mesada del laboratorio y que pueden conservarse a -80.0°C durante 2 (dos) meses. Por Ultimo,
se verificd que las muestras pueden someterse a hasta 3 (tres) ciclos de congelado (-80.0°C) y

descongelado sin degradacion significativa de los analitos.
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Tabla 2.16: Resultados del estudio de precision (intra e inter-ensayo), sesgo y exactitud.
Precision CAZ MEM PIP
(n=5 por nivel) V(%) CViC%)  CVr(%) CVi(%)® CVr(%): CVi(%)
LIC 2.0 5.1 3.8 45 1.6 6.8
3xLIC 5.0 4.2 3.6 3.2 2.8 6.4
0.5xLSC 45 6.9 29 6.7 2.6 3.0
0.75x LSC 3.2 6.2 2.2 5.3 1.6 3.3
Sesgo 0
(n=5 por nivel) (b%)e
LIC 3.1 37 0.6
3xLIC 2.6 -3.4 6.3
0.5xLSC 0.9 3.9 0.6
0.75x LSC 3.1 4.3 -1.2
Exactitud (n=20) B

113 213 -1.33

Desvio estandar general de f (S)
413 4.38 3.59
Intervalo de Tolerancia de {8 (P=0.90, a = 0.05)
LI-Td LS-Te LI-T LS-T LI-T LS-T
-8.0 10.2 -5 11.8 9.2 6.6

aCoeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intra-ensayo: un dia, un analista.

b Coeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intermedia: tres dias, tres analistas.
chbias porcentual obtenido para un dia de trabajo.

dLimite inferior del intervalo de tolerancia de p.

e Limite superior del intervalo de tolerancia de .

2.4.4. Estrategia de control y monitoreo continuo de método.

Una vez finalizada la validacion se establecio una estrategia de control de manera de
asegurar el rendimiento de calidad del método durante todo el tiempo que el mismo se use en el
analisis rutinario. Para ello se propusieron varias pautas de control basadas en el conocimiento
adquirido sobre el sistema.

En primer lugar, se indico en la version final del POE_BAM_006 que tanto el pH como la
concentracién de la SR que conforma la fase mévil son factores criticos que afectan la performance
del método. Por lo tanto, se describi6é detalladamente la preparacion de esta solucidn para que
resulte de pH 7.30 (7.18 — 7.46) y concentracién 30.3 mM (27.5 — 34.5). Los demas CMPs
corresponden a variables instrumentales que pueden mantenerse bajo control de manera
relativamente sencilla en un instrumento con calificacion operacional periodica.

Por otro lado, se introdujo en el método requerimientos de aptitud del sistema
cromatografico para cada corrida analitica a ser alcanzados por una MQ conteniendo los analitos

en concentraciones correspondientes a las respectivas CIM. Los criterios de aceptacion para esta

131



Yamile Caro - LCCM - FBCB - UNL
CAPITULO 2

estrategia de control fueron tiempo de retencién relativos de aproximadamente 0.65, 1.0 y 1.40
para los picos de CAZ, MEM y PIP respectivamente y factor de cola < 2.0.

También se generaron cartas de control para evaluar el desempefio del método mediante
la evaluacion del bias% en la prediccion de la concentracion de los analitos en la MQ estableciendo
para este parametro un criterio de aceptacion < 15.0%

Finalmente se impuso como criterio la evaluacion de la Rs de los picos de los analitos en
las MR analizadas en la rutina, siendo el criterio de aceptacion = 1.5. Este criterio tiene en cuenta
el riesgo de cometer errores en la cuantificacion de los farmacos por la apariciéon de sefiales
analiticas debidas a medicacion concomitante no evaluada durante el desarrollo del método. En
caso de no lograrse la selectividad requerida se pueden introducir pequefios cambios en las
variables del sistema cromatogréfico basadas en el exhaustivo conocimiento generado al optimizar
el método, de manera de alcanzar la resolucion necesaria. Ademas, una pronta consulta al equipo
médico permitird identificar el nuevo farmaco y realizar la experimentacion adicional necesaria

para estudiar y documentar su comportamiento en el método como posible interferente.

2.5. CONCLUSIONES

El concepto de ciclo de vida y estrategia AQbD se aplicé exitosamente al desarrollo de un
nuevo método bioanalitico para la determinacion simultanea de tres antibidticos B-LAs en plasmas
de pacientes polimedicados. El método, basado en CLAR con deteccion en el UV es relativamente
simple, econémicamente conveniente y permite generar resultados en cortos tiempos de anélisis.
Esta destinado a estudios de farmacocinética poblacional y MTD y podria ser aplicado en un centro
de salud de mediana complejidad.

Mediante la aplicacién de una estrategia experimental adecuada se logro generar valioso
conocimiento sobre el comportamiento del método desde las primeras etapas de su desarrollo. El
analisis de riesgos y la aplicacion de DOE permitieron arribar exitosamente a condiciones
experimentales dptimas que aseguran un buen desempefio analitico en un escenario complejo,
dado por el tipo de muestra y la polimedicacién a la que son sometidos habitualmente los pacientes
para los cuales se desarrollé este método.
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3.1. INTRODUCCION

3.1.1. Complejidad de los tratamientos con antibiéticos en pacientes

criticamente enfermos

Se sabe que aproximadamente el 50% de los pacientes internados en una UTI padece una
infeccion que requiere tratamiento con antibiéticos. Dentro de estos cuadros, a su vez, |a sepsis
severa y el shock séptico son entidades muy frecuentes para las que, si bien en las ultimas
décadas se ha logrado disminuir la tasa de mortalidad asociada, ésta continua siendo aln elevada
[182].

La sepsis resulta de la compleja interaccion entre microorganismos patdgenos y la
respuesta inflamatoria desbalanceada y sistémica del huésped. En estos casos, el control de la
fuente del patdégeno, asi como la seleccion y la dosificacion adecuada de los farmacos, son
intervenciones clinicas que mejoran los resultados de los tratamientos. Sin embargo, este objetivo
no es sencillo de lograr ya que, sumado a la variabilidad individual, los pacientes sépticos
experimentan cambios fisiologicos importantes como consecuencia de las multiples fallas
organicas, lo que altera aun mas la farmacocinética de los antibiéticos [183]. Particularmente, la
aparicion de insuficiencia renal aguda es muy frecuente en el contexto de la sepsis, requiriendo de
la aplicacion de alguna TRR, la cual puede alterar todavia mas el clearance renal de las drogas.
El tratamiento adecuado con antibiéticos es, por lo tanto, en estos casos, un desafio con multiples
factores a contemplar, llevando a la necesidad de genera conocimiento sobre el tema y, de ser
necesario, considerar la opcion de aplicar esquemas terapéuticos individualizados para cada
paciente [182, 184]

3.1.2. Terapias de reemplazo renal
El término terapia de reemplazo renal hace referencia a los procedimientos que limpian la
sangre de manera extracorpdrea sustituyendo la funcion renal alterada. La depuracion de la sangre
se logra mediante dialisis, haciendo circular la sangre por un filtro de membrana en contracorriente
con un liquido de diélisis; o por conveccion, haciendo en este caso circular la sangre por un filtro
de alta permeabilidad [185].

Las TRRs pueden clasificarse en dos grandes grupos en funcion de la duracion de la misma.
Por un lado, estan las terapias de reemplazo renal continuas (TTR-C), que se aplican al paciente
de manera ininterrumpida y por otro las terapias de reemplazo renal intermitentes (TRR-I), que se

aplican durante algunas horas diarias. Dentro de estas ultimas se encuentran la hemodialisis
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intermitente convencional (IHD, del inglés intermittent hemodialysis) y las terapias hibridas
conocidas como terapias de reemplazo renal prolongadas intermitentes (PIRRT, del inglés,
prolonged intermittent renal replacement therapy). En esta modalidad hibrida se combinan los
principios de IHD y TRR-C.

En base a los datos de supervivencia a nivel internacional las TRR-C son actualmente las
técnicas preferidas en Europa, Asia y Australia, aun cuando estan asociadas a un alto grado de
complejidad médica, altos costos y la necesidad de mantener al paciente anticoagulado de manera
continua [186].

Dentro de las TRR-C se utilizan tanto la hemofiltraciéon veno-venosa continua (CVVH, del
inglés continuous veno-venous haemofiltration) como la hemodiafiltracion veno-venosa continua
(CVVHDF, del inglés continuous veno-venous haemodiafiltration).

Por otro lado, las IHD, preferidas en América del Norte [187], se complican a menudo por
causar cuadros de hipotension y una inadecuada remocién de los liquidos [188]. Es asi que en la
ultima década las PIRRT han ganado mucho terreno [189, 190]. Entre ellas destacan la dialisis
sostenida de baja eficiencia (SLED, del inglés sustained low-effciency dialysis) y la dialisis diaria
extendida (EDD, del inglés extended daily dialysis).

SLED es una modalidad extendida de diélisis intermitente que combina la ventaja de ser
intermitente con una buena remocién de solutos y una mayor estabilidad hemodinamica en
comparacion con la HDI convencional. Ademas, es significativamente mas econdémica que las
TRR-C. Para la aplicacion de esta técnica se utilizan maquinas de dialisis tradicionales, sin
necesidad de equipamiento adicional, siendo las soluciones empleadas también de bajo costo, a
diferencia de las utilizadas en las terapias continuas. Mas aln en estos procedimientos no hace
falta anticoagular al paciente [191]. La mayor desventaja que se presenta es que impide un
aclaramiento (mencionado en la practica médica con su término en inglés, clearence) regular, de
manera que, por un lado, cuando el paciente se encuentra desconectado (fase andurica) el
clearence es infra-fisiologico y depende de la funcién renal residual que tenga el paciente; mientras
que cuando se encuentra realizando el procedimiento, el clearance es supra-fisiologico y
dependera de los ajustes de la técnica (tipo de filtros, dosis, duracion, etc.).

Otro aspecto a tener en cuenta es que las membranas utilizadas varian de una técnica a la
otra, viéndose de manera general que en SLED hay un clearance mas elevado de moléculas
pequefas, mientras que las moléculas de tamafio intermedio (1000 a 10000 Dalton) se remueven

en menor medida en relacién a TRR-C [192].
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En nuestro pais la eleccion de una terapia u otra depende de la demanda que tenga el

paciente, de la evolucion de su patologia y de la disponibilidad de equipamiento de cada institucion
[185].

3.1.3. Esquemas terapéuticos con meropenem

El MEM, cuyas caracteristicas fisicoquimicas y actividad antimicrobiana se describieron en
el Capitulo 2 de la presente tesis, se utiliza actualmente con frecuencia en las UTI para el
tratamiento de infecciones graves, incluyendo las intra-abdominales, los episodios febriles en
pacientes neutropénicos, meningitis, septicemia e infecciones del tracto respiratorio bajo, del tracto
urinario, de piel y partes blandas y en infecciones obstétricas y ginecologicas. Este antibiético -
LA se elimina preferentemente por via renal sin metabolizar, y su unién a proteinas es baja,
aproximadamente del 2%. Esto Ultimo, sumado a su hidrofobicidad y a su bajo peso molecular
(383.5 Dalton) permite una remocion eficiente del sistema sanguineo, tanto por hemofiltracion
como por hemodidlisis [127, 193].

Aunque esta ampliamente demostrado que la accion bactericida de los antibiéticos 3-LA es
tiempo dependiente, en la comunidad médica todavia no hay consenso sobre el objetivo
terapéutico para los tratamientos con MEM en pacientes criticamente enfermos. Entre los mas
frecuentes se encuentran protocolos en los que se busca una concentracion plasmatica cuatro
veces superior a la CIM durante el 40% del tiempo que dure el intervalo interdosis [40%T>4xCIM]
y otros en los que se busca que la concentracidn plasmatica permanezca todo el tiempo por arriba
de la CIM [100%T>CIM] [194].

De igual manera que el logro del objetivo terapéutico, es importante garantizar la
administracion de dosis no toxicas del antibidtico. En varios trabajos se ha logrado asociar efectos
neurotdxicos con concentraciones elevadas de MEM en el valle [195-197]; mientras que la
nefrotoxicidad también ha sido demostrada por algunos investigadores [198].

Por otro lado, las recomendaciones actuales de dosificacion para este antibiético durante
las TRRs también varian, encontrandose protocolos de administracién en bolo (30 min),
prolongada (3 horas) o continua, con y sin dosis de carga de 2 g y con dosis de mantenimiento
que van desde los 0.5 gramos cada 8 horas (0.5gc8h), 1 gramo cada 12 horas (1gc12h) y hasta 2
gramos cada 8 horas (2gc8h). Estas recomendaciones se basan en informacion obtenida a partir
de poblaciones heterogéneas de pacientes, en las cuales fueron utilizados diversos equipos y
técnicas de hemofiltracion o hemodialisis, por lo que se desconoce si son adecuadas para todos
los casos [199-201]
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Como se pudo evaluar en la literatura internacional, |a falta de estandarizacién en las TRR,
el desconocimiento de como cada una de ellas en particular afecta la remocion de los antibiéticos,
los diversos esquemas terapéuticos vigentes, el temor a los efectos toxicos y la falta de estudios
de farmacocinética en poblaciones particulares son factores que podrian contribuir a terapias
antimicrobianas carentes de eficiencia y/o de seguridad. El gran problema es que las
concentraciones sub-terapéuticas, no sélo conducen a una falla en el control del foco, sino que
podrian estar asociadas al desarrollo de resistencia bacteriana, un enorme problema de salud
publica en nuestros tiempos. Por otro lado, la sobre dosificacion y/o la acumulacion de la droga en
fluidos biologicos por falla renal pueden conducir, como ya se menciond, a la aparicion de efectos

adversos por toxicidad.

3.1.4. Contribucién a la problematica particular
La contribucion del presente capitulo de tesis a la problematica particular consistié en la
aplicacién del método bioanalitico desarrollado y validado descripto en el Capitulo 2 a la
recoleccion de datos de los niveles plasmaticos de MEM en la poblacién particular constituida por
pacientes de nuestro entorno social, internados en una UTl y sometidos a una determinadas TRR.
Esta informacion permitié conocer la farmacocinética de este antibi6tico en este entorno clinico y

evaluar la pertinencia de los esquemas terapéuticos aplicados.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Los objetivos del presente capitulo de tesis fueron:
o Utilizar el método bioanalitico desarrollado para determinaciéon de antibidticos B-LA en
muestras de plasmas de pacientes polimedicados para llevar adelante un estudio clinico.
o Registrar los valores de los niveles plasmaticos de MEM en pacientes adultos sometidos a
algun tipo de TRR en la UTI del Hospital Dr. José Maria Cullen con el fin de validar los tratamientos
empiricos utilizados en la poblacién local y verificar si se alcanzan los objetivos terapéuticos mas

habituales para pacientes criticamente enfermos.
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3.3. MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Eticay consentimiento informado
Como se mencion6 en el Capitulo 2, este estudio fue aprobado por los comités de ética
correspondientes. Ademas, antes de admitir a los pacientes al estudio, los médicos responsables
del estudio clinico obtuvieron los correspondientes consentimientos informados firmados por los

mismos pacientes o0 sus representantes legales.

3.3.2. Diseiio del estudio y criterios de inclusién
Se realiz6 un estudio prospectivo y descriptivo en la UTI del Hospital Dr. José Maria Cullen
de la ciudad de Santa Fe entre los meses de octubre 2018 y diciembre 2019. Este estudio incluyo
pacientes mayores de 18 afos en tratamiento con MEM, ya sea en monoterapia o terapia
combinada y en falla renal aguda, en tratamiento concomitante con algun tipo de TRR por mas de
24 horas, ya sea en modalidad continua o terapias hibridas. Se excluyeron los pacientes que

fallecieron o suspendieron el tratamiento el primer dia del estudio.

3.3.3. Datos recopilados
Por cada paciente que ingreso en el estudio se completd un registro con el diagnostico de
admision a UTl y a la TRR'y con los siguientes datos clinicos y demograficos: edad, sexo, peso
corporal actual, indice de masa corporal (IMC), funcion renal y estadio de falla renal aguda
alcanzado al momento de inicio de la TRR, comorbilidades, parametros de laboratorio clinico,
indices de severidad SOFA (del inglés, Sequential Organ Failure Assessment score) y APACHE ||

(del inglés, Acute Physiology and Chronic Health Disease Classification System Il).

3.3.4. Modalidades de TRR
Se aplicaron dos modalidades diferentes de TRR. Para las TRR-C por CVVH y CVVHDF
se utilizé un equipo Prismaflex® (Gambro), con un hemofiltro AN69 (Prismaflex M100®, Gambro),
polisulfona de alto flujo (Prismaflex HF1400®, Gambro) o hemofiltro AN69 ST150 (Prismaflex
ANG69 ST®, Gambro). Para la TRR-I por SLED/PIRRT de alto flujo se utilizd un equipo Fresenius
5008S, con un dializador Helixona FX 600-800.
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3.3.5. Analisis farmacodinamico y objetivos terapéuticos
Para establecer los objetivos terapéuticos (OTs) a evaluar se considerd, como modelo, la
CIM de MEM para Enterobacterias y para Pseudomonas aeruginosa definida por EUCAST [176]
que es de 2 ug/mL. De esta manera los OTs analizados fueron:
e OT1: concentracion plasmatica de MEM = 2 pg/mL 100% del tiempo
e OT2: concentracion plasmatica de MEM = 8 ug/mL el 40 % del tiempo interdosis
Las concentraciones en valle por arriba de 50 ug/mL se consideraron indeseables por ser

potencialmente toxicas [202].

3.3.6. Dosificacion y toma de muestra

El inicio de la terapia con MEM en los pacientes incluidos en el estudio fue decision de los
medicos tratantes de acuerdo a la situacion clinica del paciente y de los rescates microbioldgicos
encontrados.

Al'inicio del tratamiento se les administré una dosis de carga de 2 g de MEM, mientras que
la dosis de mantenimiento fue administrada en esquemas dependientes del tipo de TRR.

En la modalidad TRR-C se administro 1gc8h de forma extendida mediante infusion
endovenosa en 3 horas en 250 mL de solucion fisiolégica. En la modalidad TRR-I el MEM se
administré en forma endovenosa en bolo infundido en 30 minutos en 100 mL de solucion
fisiolégica, una dosis de 1 g antes de comenzar la sesién de dialisis y otra dosis igual
inmediatamente después de finalizada la sesion de diélisis.

La estrategia de toma de muestra se llevo a cabo de manera de obtener datos de los niveles
plasmaticos de MEM que permitieran analizar el cumplimiento de los OT propuestos. Para ello,
se obtuvo sangre entera arterial heparinizada (heparina de litio) a partir de las 24 horas posteriores
al comienzo de la administracion de la primera dosis de MEM y en tiempos prefijados durante 72
horas. Las muestras de sangre se centrifugaron a 4°C durante 10 minutos a 3000 rpm y el plasma
se conservo en freezer a —=70°C hasta su analisis.

Para pacientes con TRR-C el muestreo se realizé entre 15 - 30 minutos antes de la
dosificacion (valles) y al 40 % del tiempo inter-dosis (40% ID). Se tomaron muestras durante 3 dias
consecutivos en dos valles (Vay V) y en el punto correspondiente a 40% ID cada dia, completando
un total de 9 (nueve) muestras por paciente (Fig. 3.1 A).

En el régimen TRR-| se tomd una primera muestra dentro de los 30 minutos previos a la
administracion de la dosis (pre-didlisis), la que corresponde al valle de la etapa andrica u

oligoanurica del paciente (Va). La segunda muestra se tomé al 40 % del tiempo establecido para
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la sesion de la TRR-| (40%S) y la tercera muestra inmediatamente finalizada la sesién, es decir,
antes de la administracion de la dosis post-dialisis, que correspondié al valle de la sesién (Vg).

Este esquema se repitio durante 3 dias consecutivos, obteniéndose un total de 9 (nueve) muestras

por paciente (Fig. 3.1 B)

| -30 min

40%

100%

A
] ™
E E
- 30 min M M
m M
B r E
] M

0%

TRR-I

Figura 3.1; Esquema de dosificacion de MEM y toma de muestra en pacientes con TRR-C (A) y con TRR-I (B). En
TRR-C, Vay Verepresentan muestras en valle antes de la administracion de una dosis de MEM y 40% ID el 40% del
tiempo entre administracién de dosis. En TRR-I, Va representa muestra en valle antes del inicio de la sesién, Vs una
muestra antes de finalizada la sesion y 40% S, es al 40% del tiempo de duracién de la sesion.

3.3.7. Cuantificacion del meropenem plasmatico. Método analitico.

La cuantificacion de los niveles plasmaticos de MEM se llevo a cabo utilizando el método
cromatografico cuyo desarrollo, optimizacion y validacion mediante AQbD se describié en el
Capitulo 2 de esta tesis y que esta detallado en el POE_BAM_006. Brevemente, a una alicuota
de 150.0 yL de plasma recientemente descongelado se adicionaron 150.0 uL de una solucién
reguladora conteniendo acido 2- (N-morfolino)etanosulfonico (MES) 1.0 M a pH=6.0 como
estabilizante y se desproteinizé mediante el agregado de 500.0 pL de acetonitrilo. Se incluy6 luego
una etapa de preconcentracion del antibiético y extraccion de lipidos con cloruro de metileno.
Finalmente 20.0 uL de la fase acuosa se inyectaron en el sistema cromatografico. La separacion
de MEM de compuestos enddgenos y otros farmacos coadministrados se realizé a 30°C en una

columna Zorbax Eclipse Plus C18 (4.6 x 100 mm) empacada con particulas de 3.5 ym de diametro.
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La fase movil fluyé por la columna a 1.5 mL/min variando en el tiempo de corrida de 13 minutos,
en un gradiente de elucién conformado por acetonitrilo, agua y solucion de fosfatos 30.3 mM y pH
7.30. La concentracion de MEM se cuantifico a 298 nm frente a curva de calibrado y se aplicé la
estrategia de control especificada en el POE_BAM_006 para el monitoreo continuo del método, a

los fines de garantizar la calidad de los resultados obtenidos.

3.3.8. Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos de las concentraciones plasmaticas de MEM
recolectados durante el estudio trabajando con el programa estadistico MINITAB 16. Para evaluar
la normalidad de la distribucion de los datos se seleccion6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov y
ademas se construyeron graficas de cajas y bigotes. Como en algunos conjuntos de datos se
observé una desviacion con respecto a la normalidad, los resultados se expresaron utilizando la
mediana y el rango intercuartilico (RI). Para detectar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en los conjuntos de datos obtenidos en los pacientes a lo largo de los 3 dias
consecutivos del estudio se utilizd la prueba no paramétrica de Friedman para muestras

relacionadas. El analisis se realizé en cada punto de muestreo y para cada TRR estudiada.

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1. Informacion de los pacientes y series de muestras

El estudio incluy6 un total de 21 pacientes, cuyos datos demograficos, parametros clinicos,
sitio de infeccion y medicacién coadministrada se presentan en la Tabla 3.1.

Considerando toda la poblacién estudiada, la insuficiencia respiratoria aguda (n=>5), el shock
septico (n=4) y el traumatismo (n=3) fueron los principales motivos, entre otros, de admision a la
UTI. El diagnostico para el ingreso a una TRR fue el shock séptico en la totalidad de los casos.
Ademas, el 46 % en TRR-C y el 50 % en TRR-I present¢ falla mltiple de érganos.

Trece pacientes fueron tratados con TRR-C (11 modalidad CVVHDF y 2 CVVH), mientras
que 8 pacientes recibieron TRR-I por modalidad SLED. Un paciente perteneciente a este ultimo
grupo, fue admitido en dos ciclos con un periodo de 14 dias entre cada ciclo, por lo que en total
se estudiaron 9 episodios. El promedio de edad fue de 46 afios para TRR-C y de 47 afios para
TRR-I, predominio del sexo masculino para ambos procedimientos (76% y 62%). El peso promedio
al ingreso a la TRR-C fue de 93 kg, y de 81 kg en TRR-I; el IMC promedio fue de 32 y 23,
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respectivamente. El score de SOFA fue similar para ambos grupos, 12 para TRR-Cy 11 para TRR-
l.

El 69% de los pacientes en TRR-C y el 50% en TRR-I present6 una comorbilidad asociada,
resultando la diabetes como la mas frecuentemente hallada en ambos grupos, y en algunos
pacientes, se observd mas de una.

En relacion al foco primario de infeccion se detecté como principal, el respiratorio, en ambos
grupos. Se hallaron cultivos positivos en el 77% de los pacientes en TRR-C y en el 25% de los
pacientes en TRR-I. La mayoria de estos resultados se obtuvieron a las 48-72 h posteriores al
inicio del tratamiento con el antibiotico, por lo tanto, solo un 15% de los pacientes en TRR-C recibi6
un tratamiento dirigido, es decir, se conocian los resultados de los cultivos antes del inicio de la
terapia antibiética. El 85% restante de los pacientes en TRR-C y la totalidad de los pacientes en
TRR-I recibi6 un tratamiento empirico.

Ademas, fue destacable la gran cantidad de medicacion coadministrada a cada paciente

con el objetivo de lograr sinergia en el tratamiento antibiético y/o tratar |la patologia de base.

Tabla 3.1: Datos demograficos, parametros clinicos, sitios de infeccion y medicacion coadministrada de los pacientes
del estudio

Informacion de los pacientes TRR-C (n=13) TRR-I (n=8)
Edad, mediana (rango) 46 (29-72) 47 (31-57)
Masculino/Femenino, n (%) 10/3 (76/23) 513 (62/37)
Peso, mediana (rango), kg 93 (65-120) 81 (60-100)
IMC, mediana (rango) Kg/m2 31.9(24.2 - 46.3) 29.0(25.9-32.0)
APACHE Il score, mediana (rango) 22 (13-37) 23 (12-32)
SOFA score, mediana (rango) 12 (9-15) 11 (8-12)
Comorbilidades, n (%) 9/13 (69) 4/8 (50%)
Diabetes 4 3
Hipertension arterial 2 0
Enfermedad cardiovascular 2 0
Falla renal cronica 1 0
Trasplante renal 1 1
Obesidad 1 0
Avrtritis reumatoidea 1 0
Etilismo 1 0

Sitio de la infeccion (n)

Neumonia 5 3

142



Yamile Caro - LCCM - FBCB - UNL

CAPITULO 3
Sanguinea 0 3
Intraabdominal 4 1
Cirugia 2 0
Tracto urinario 0 1
Piel y tejidos blandos 1 0
Empiema pleural 1 0
Desconocido 0 1
Cultivo positivo n, (%) 8 (77) 2 (25)
Mortalidad global (%) 76.9 62.0
Medicacion coadministrada, n (%)
Vancomicina 12 (92) 9 (100)
Colistina 6 (46) 7(78)
Anidulafungina 1() 2(22)
Norepinefrina 11 (84) 7(78)
Sedo analgesia (Remifentanilo/Midazolam/otros) 13 (100) 8 (89)
Omeprazol 1 1
Hidrocortisona 8 (61) 3(33)
Insulina 1 3(33)
Furosemida 1 0
Amiodarona 1 0

En total, se extrajeron y analizaron 102 muestras sanguineas de pacientes en TRR-C, 68
de ellas correspondientes a valles (Vay Vg) y 34 al tiempo de 40% ID. De los pacientes en TRR-|
se obtuvieron y analizaron un total de 69 muestras, de las cuales 24 correspondieron a Va, 23 al
tiempo 40% Sy 22 a V. En 18 pacientes se realiz6 el esquema completo de muestreo, mientras
que en 3 pacientes no pudo completarse por fallecimiento (1) o suspension de la farmacoterapia

por adecuacion al cultivo (2).

3.4.2. Hallazgos en pacientes con TRR-C
El comportamiento de los niveles plasmaticos de MEM durante los tres dias evaluados se
muestra en la Fig. 3.2. Como puede observarse, el perfil de concentraciones a lo largo de los tres
dias evaluados fue similar, encontrandose concentraciones de MEM inferiores en los valles y mas

elevadas en el punto correspondiente al 40% ID.
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Dentro de estos resultados se destacan: una muestra de Va que no alcanzé el OT1 (0.90
Mg/mL), una muestra al 40% ID que no alcanzé el OT2 (6.60 pg/mL) y una muestra de Vg que
superd levemente el nivel potencialmente toxico (52.9 ug/mL). Este ultimo valor resulté atipico y
se sospecha fuertemente que se debid a un error en el tiempo de toma de la muestra. En general
se observa que las fallas en alcanzar los OTs se produjeron en el primer dia de muestreo, cuando

los parametros farmacocinéticos de los pacientes se encuentran todavia mas alterados.
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Figura 3.2: Niveles plasmaticos de MEM (ug/mL) en los distintos puntos de muestreo evaluados durante 72 h de
tratamiento en pacientes sometidos a TRR-C. La linea celeste representa el nivel correspondiente al OT1 (1 x CIM),
la linea verde el nivel correspondiente a OT2 (4 x CIM) y la linea roja indica el nivel toxico (50.0 pg/mL).

Por otro lado, si bien en el tercer dia de evaluacion se observaron algunas concentraciones
elevadas en el Vg (lo que aumenté considerablemente la variabilidad en este conjunto de datos
respecto al resto de los Vg); no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para

cada punto de muestreo durante los tres dias evaluados (valor p > 0.05) (Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Evaluacion de la normalidad de los datos y comparacion estadistica de los niveles plasmaticos de MEM
obtenidos en TRR-C

Punto de Muestreo Valorp Valor pb
Dia1 Dia 2 Dia 3
Va 0.135 >0.150 0.041 0.641
40% ID >0.150 >0.150 >0.150 0.497
Ve <0.010 <0.010 0.094 0.905

aValor-p calculado con la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluacién de la normalidad.
bValor-p calculado con la prueba de Friedman para evaluar diferencias entre dias.
El valor-p < 0.05 indica significancia estadistica.
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Los valores de los niveles plasmaticos encontrados para cada punto de muestreo teniendo
en cuenta la totalidad de las muestras obtenidas en los tres dias del estudio fueron los siguientes:
e Va:rango de 0.90 — 38.8 pg/mL, mediana = 9.00 pg/mL y RI= 6.10 pg/mL,
e 40% ID: rango de 6.60 — 45.7 pg/mL, mediana = 23.6 pg/mL y RI=13.4 pg/mL,
e Vg:rango de 4.10 — 52.9 pg/mL, mediana = 12.1 pg/mL y RI=22.3 pg/mL.
Ademas, se analizo la totalidad de datos por tipo de muestra (muestras en valle y al 40%
ID), independientemente del tipo de valle y del dia de muestreo. En la Figura 3.3, se observan
estos resultados graficamente, mostrando que bajo esta modalidad de TRR ambos OTs se

cumplieron en un buen grado.
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Figura 3.3: Niveles plasmaticos de MEM (ug/mL) segun el tipo de muestra para pacientes bajo la modalidad de TRR-
C. Vas corresponde a la totalidad de las muestras en valle y 40%ID corresponde la totalidad de las muestras al 40%
interdosis a lo largo de los tres dias de estudio.

3.4.3. Hallazgos en pacientes con TRR-I

En los pacientes sometidos a TRR-| el comportamiento de los niveles plasmaticos de MEM
encontrado fue diferente al observado en TRR-C. En este caso las concentraciones més altas de
MEM se encontraron en el primer punto de muestreo (Va), correspondiente a la etapa anurica del
paciente, para luego descender a medida que avanzé el tiempo de diélisis (Fig. 3.4).

Este comportamiento se repitid durante los 3 dias evaluados y al igual que en la modalidad
continua, algunos conjuntos de datos no se distribuyen normalmente (valor-p < 0.05) y tampoco
se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas para cada punto de muestreo a lo largo
del tiempo del estudio (valor-p > 0.05) (Tabla 3.3).
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Figura 3.4: Niveles plasméticos de MEM (ug/mL) en los distintos puntos de muestreo durante 72 h de tratamiento en
pacientes sometidos a TRR-I. La linea celeste representa el nivel correspondiente al OT1 (1 x CIM), la linea verde el
nivel correspondiente a OT2 (4 x CIM) y la linea roja indica el nivel toxico (50 ug/mL).

Tabla 3.3: Evaluacion de la normalidad de los datos y comparacion estadistica de los niveles plasméticos de MEM
obtenidos en TRR-I.

Valor-p?
Puntos de Muestreo Valor-p®
Dia 1 Dia 2 Dia 3
Va 0.134 >0.150 0.043 0.236
40% S 0.024 0.010 0.027 0.882
Ve >0.150 >0.150 0.037 0.368

aValor-p calculado con la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluacién de la normalidad.
bValor-p calculado con la prueba de Friedman para evaluar diferencias entre dias.
El valor-p < 0.05 indica significancia estadistica del estadistico de prueba.

El analisis de los niveles plasmaticos de MEM en funcién del tipo de muestra para la
totalidad de las mismas se representa en la Figura 3.5. Para las muestras del tipo Va se obtuvo
una mediana de 17.7 pg/mL, con un Rl de 20.5 ug/mL. Es de destacar la gran variabilidad de este
grupo, explicable por las diferencias en la diuresis residual entre los pacientes. Tres muestras de
este grupo, pertenecientes a tres pacientes diferentes presentaron valores por arriba del nivel
potencialmente toxico, mientras que no se encontrd ninguna muestra con concentraciones
inferiores a 2.0 pg/mL. Para las muestras correspondientes al tiempo 40% S se observa un brusco
decaimiento de la concentracion plasmatica del antibiético, con una mediana de 10.5 yg/mL y un
Rl de 4.7 ug/mL. Seis muestras de este grupo, pertenecientes a 3 pacientes diferentes no lograron

alcanzar el OT2. Para las muestras del Vg se obtuvo una mediana de 3.6 pg/mL con un Rl de 4.7
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Hg/mL, encontrandose 5 muestras, pertenecientes a 4 pacientes distintos, que no alcanzaron el
OT1. Es de resaltar, ademas, que la falla fue mas evidente en el tercer dia muestreado, sugiriendo

que la situacion se profundiza a medida que transcurre mas tiempo de aplicacion de la TRR-!.
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Figura 4.5: Niveles plasmaticas de MEM (ug/mL) segun el tipo de muestra para pacientes bajo la modalidad de TRR-
l. Va corresponde a la totalidad de las muestras previo al inicio de sesion, 40%S corresponde la totalidad de las
muestras al 40% S de la sesion y Vs a la totalidad de las muestras finalizada la sesion, a lo largo de los tres dias de
estudio

Finalmente, en la Tabla 3.4 se pueden observar de manera comparativa los resultaos
obtenidos para ambas TRR en relacion al no cumplimento de los OTs planteados como objetivos.

Es evidente que hay diferencias en el cumplimiento de los OTs entre ambas TRR. En la
TRR-C se observé un porcentaje inferior al 10.0% del no cumplimiento de los OTs, mientras que
en la TRR-I la mitad de los pacientes evaluados no logré alcanzar concentraciones superiores a
2.0 yg/mL en la totalidad de la sesion y el 37.5% no superaron las concentraciones de 8.0 ug/mL
al 40% del tiempo de la sesion. Esto indica la necesidad de evaluar alguna estrategia que permita
mantener las concentraciones plasmaticas de MEM por encima de los OTs llegando al final del

tiempo de la sesion en la TRR-I.

Tabla 3.4: Resultados de no cumplimiento de los OTs de ambas TRR.

TRR-C TRR-|
Objetivo Muestras Pacientes Muestras Pacientes
terapéutico
n % n % n % n %
MEM 100%T>CIM 1/102 1.0 113 7.7 569 7.2 4/8 50.0
MEM 40%T>4 x CIM 1/34 3.0 113 77 6/23 26.1 3/8 375
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3.5. CONCLUSIONES

En primer lugar, se puede concluir que el método bioanalitico por cromatografia liquida de
alta resolucién utilizado, permitio obtener resultados de alta calidad y confiabilidad para las
concentraciones plasmaticas de MEM en pacientes polimedicados sometidos a TRR, de manera
sencilla, a bajo costo y en cortos tiempos de analisis. El método result6 por lo tanto muy adecuado
para la generacion de conocimiento mediante la creacion de una base de datos para el anélisis
del comportamiento pK/pD del MEM en una poblacién particular y podria utilizarse para llevar a
cabo el MTD de este farmaco de manera muy conveniente.

En cuanto al estudio clinico realizado es valioso destacar que este fue el primer relevamiento
de este tipo realizado en la poblacién local (ciudad de Santa Fe, Argentina y su zona de influencia)
en pacientes criticamente enfermos, utilizando los equipos de TRR y las técnicas disponibles en
la UTI del hospital Dr. José Maria Cullen.

Mediante los resultados encontrados en este estudio se puede concluir que el logro de los
OTs para los tratamientos antibiéticos con MEM en esta poblacién de pacientes, dependid
ampliamente del tipo de TRR aplicada. Mientras que los pacientes sometidos a TRR-C lograron
en su gran mayoria alcanzar los OTs recomendados internacionalmente para el tratamiento de
infecciones por enterobacterias y/o Pseudomonas aeruginosa utilizando un esquema terapéutico
consistente en una dosis de carga de 2 g y una dosis de mantenimiento de 1gc8h (infusién en 3
horas); un alto porcentaje de los pacientes sometidos a TRR-I no alcanzo los OTs con un esquema
terapéutico consistente en dosis de carga de 2 g y dosis de mantenimiento de 1g antes y después
de la sesion de TRR (bolo en 30 min).

En base a estos resultados el servicio de UTI del hospital propuso una revision de los
esquemas terapéuticos empleados hasta el momento para evitar los tratamientos con dosis
subterapéuticas en las TRR-I. Se propuso también estandarizar de la mejor manera posible los
horarios de la aplicacion de SLED, de manera de poder dosificar el antibiético también de una
manera mas regular y sistematizada en beneficio de una concentracion plasmatica mas estable a
lo largo de los dias que dure el tratamiento farmacologico.

Finalmente es necesario remarcar que el OT inicialmente propuesto de manera empirica
debera adaptase una vez aislado el microorganismo agresor y determinada su CIM real en
estudios de laboratorio.

Considerando entonces la gran variabilidad pK/pD observada en la poblacién estudiada,
sumada a la variabilidad aportada por la terapia SLED, y a la variabilidad observada también en la
sensibilidad al farmaco de los microrganismos prevalentes en la UTI, se concluye que el MTD de

MEM seria la estrategia mas adecuada para asegurar el alcance de los OTs en la practica clinica.
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Esta practica multidisciplinaria deberia ser considerada una herramienta de gran valor en el
seguimiento del paciente y ser utilizada a diario para individualizar la dosificacion y asegurar la

exposicion 6ptima al farmaco.
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4.1. INTRODUCCION

4.1.1. Tratamientos con altas dosis de metotrexato

El metotrexato (MTX) es uno de los farmacos antineopléasicos con mayor uso clinico,
indicado para tratar canceres como la leucemia linfoblastica aguda (LLA), los linfomas no Hodking,
y el osteosarcoma en pacientes adultos y pediatricos [203, 204]. Ademas de la actividad
antiproliferativa, el MTX tiene propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras, por lo que se
utiliza también en estrategias terapéuticas para la artritis reumatoide y psoriasis [205].

En general, para tratamientos oncoldgicos el MTX se utiliza en dosis elevadas, mientras que
se emplea en dosis bajas para el tratamiento de las enfermedades reumaticas.

Las dosis mayores o iguales a 500 mg/m2 de superficie corporal (SC), administradas por via
intravenosa definen los tratamientos conocidos como de “altas dosis” (HDMTX, por sus siglas en
inglés, High-Dose Metotrexate) [206], los cuales deben hacerse en internacion bajo estricta
supervisién medica.

La terapia con HDMTX puede causar una toxicidad significativa, afectando principalmente
a las células en replicacion activa. Sin embargo, su efecto citotoxico también puede afectar a los
tejidos sanos, causando, por ejemplo, depresion de la médula dsea y trastornos gastrointestinales
severos. Estos efectos adversos pueden conducir incluso a la mortalidad ocasional del paciente.
Para evitar esta toxicidad aguda, se debe recurrir a protocolos estandarizados, conocidos como
“terapia de rescate”, para frenar la accion de la droga [206, 207].

Por otro lado, varios factores de variabilidad bioldgica intra e inter individual, pueden
conducir a un retraso en la excrecidn de MTX, por lo que, la exposicion del paciente a
concentraciones toxicas de la droga se prolonga, repercutiendo negativamente en la morbi-
mortalidad del tratamiento. Es asi que, el MTD de esta droga resulta indispensable en los
tratamientos de HDMTX, siendo desde hace afios una practica médica-bioquimica consolidada
internacionalmente. Esta practica permite garantizar el adecuado manejo del paciente
implementando correctamente las terapias de rescate y el mantenimiento de la homeostasis
corporal, junto con adecuadas medidas de soporte para favorecer la eliminacién de la droga del
organismo [203, 207].
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4.1.2. Contribucién a la problematica
La contribucion de este capitulo de tesis a la problematica planteada por el tratamiento con
HDMTX fue la de mantener a disposicion del sistema de salud local un método bioanalitico
accesible, eficiente y de calidad para ser utilizado en el MTD de MTX. La actualizacion del método
bioanalitico vigente desde el afio 2010 en el marco de AQbD garantiza que los resultados

informados por el servicio cumplen con criterios de calidad establecidos.

4.1.3. Metotrexato

4.1.3.1. Propiedades fisicoquimicas y mecanismo de accioén

ElI MTX (PF: 454.44) presenta una estructura quimica analoga a la del acido félico (AF). La
molécula estd compuesta por una porcién heterociclica unida a una porcién amino benzoilo
enlazada a su vez por un enlace amida a un residuo de &cido glutamico. Las principales
variaciones en la estructura, respecto a la del AF, es la presencia de un grupo amino en la posicién
C2, en lugar de la funcion hidroxilo, y la metilacion en la posicion N10 (Fig. 4.1). La molécula es
un polielectrolito debido a la presencia de dos grupos carboxilos con constantes de disociacion de
3.36 (a-carboxilo) y 4.70 (y-carboxilo) y varias funciones nitrogenadas potencialmente protonadas,
resultando la més basica la guanidina N1 en el anillo pterino (constante de disociacion igual 5.71)
[203]
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Figura 4.1: Estructura quimica del cido félico y del metotrexato.
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En cuanto a la solubilidad, se trata de un compuesto insoluble en agua y soluble en
solventes organicos como dimetilsulfoxido o dimetilformamida, o en soluciones alcalinas. Sin
embargo, en solucion basica es inestable y no se recomienda almacenar este tipo de soluciones
por tiempo prolongado. Por otro lado, la disoluciéon del MTX en agua es posible en el caso del
empleo de la droga como sal sédica. En todos los casos, se debe proteger el compuesto de la luz

ya que es inestable a la radiacion [208].

El MTX ejerce una actividad antiproliferativa mediante la inhibicion competitiva de la
dihidrofolatoreductasa (DHFR), enzima involucrada en el metabolismo del AF. En la célula, el AF
es reducido a dihidrofolato y éste es convertido, por accion de la DHFR, en tetrahidrofolato, la
molécula activa del AF. El tetrahidrofolato esta involucrado en una serie de reacciones que
incluyen la sintesis “de novo” de purinas y la sintesis de timidina, mediante la accion de la enzima
timidilato sintasa [209]. Al ingresar en la célula, el MTX es retenido dentro de la misma mediante
la adicién de residuos de acido glutamico, dando lugar a MTX-poliglutamatos (MTXPG). Ambos
tipos de compuestos, MTX libre y MTXPG, inhiben la accion de la enzima DHFR, causando una
deplecion en los niveles de tetrahidrofolato y la consecuente inhibicién de la sintesis de purinas,
lo que desencadena un efecto citotoxico, especialmente en células en activa division. Por otro
lado, los MTXPG inhiben la enzima timidilato sintasa, contribuyendo al efecto citotéxico del MTX
[11, 206] (Fig. 4.2).

Figura 4.2: Mecanismo de accion del MTX.
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4.1.4. Administracion, metabolismo y toxicidad

Como se menciond anteriormente, segun el esquema terapéutico de la enfermedad tratada,
el MTX puede administrarse en diferentes dosis. Las dosis bajas de MTX, menores a 25 mg/m?
SC se administran via oral ya que se absorben rapidamente por el tracto gastrointestinal. Sin
embargo, las dosis mas altas, por arriba de 3g/m? SC, no se absorben completamente por esta
via por lo que deben administrase por infusion intravenosa o por via intratecal [203, 204]

Al pH fisiolégico el MTX se presenta en su forma doblemente anidnica, lo que le dificulta
atravesar la membrana celular y por ello es transportada al interior de la célula por un sistema
transportador especifico de alta afinidad [204]. Una vez que ingresa a la célula sigue la misma ruta
metabdlica del AF; es convertido en poliglutamatos, lo que juega un rol clave en la citotoxicidad de
la droga [203].

Otras rutas metabdlicas que atraviesa el MTX son las diferentes vias de detoxificacion que
permiten eliminar la droga del organismo y limitar su efecto citotoxico en el tiempo. Una de ellas
es llevada a cabo en el higado, que involucra la hidroxilacién en la posicién C7 del anillo pteridinico
para formar 7-hidroxi-metotrexato (7-OH-MTX). Otra via de detoxificacion es la metabolizacién del
MTX en acido 2,4-diamino-N-metilpteroico (DAMPA) por una enzima de la flora bacteriana
intestinal, denominada carboxipeptidasa-G2 (CPDG2) [210].

La principal via de excrecion del MTX y sus metabolitos es la renal, mediante filtracidn
glomerular y secrecion tubular activa. Dado que el 7-OH-MTX es menos soluble que el MTX en el
medio acido del tibulo renal, puede precipitar causando severos dafios renales. Por este motivo,
es recomendable tratar a los pacientes con bicarbonato de sodio con el fin de alcalinizar la orina
antes de iniciar el tratamiento de HDMTX [203].

La capacidad de metabolizar y eliminar la droga méas o menos rapidamente depende de
cada paciente, existiendo deficiencias enzimaticas que conducen a una muy pobre metabolizacion
del compuesto. Por otro lado, el retraso en la eliminacion del MTX puede estar causado, por

ejemplo, por alguna disfuncion renal, la falta de hidratacién o la alcalinizacion insuficiente [211].
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Figura 4.3: Metabolismo del MTX y vias de detoxificacion, que dan lugar a la formacion de los principales metabolitos:
7-OH-MTX y DAMPA, como la conversion a compuestos citotoxicos como lo son los poliglutamatos.

4.1.5. Importancia del monitoreo terapéutico de MTX

Como se menciono, para limitar los efectos toxicos del tratamiento HDMTX se utiliza una
terapia de rescate, la cual requiere de la administracion de otra droga: la leucovorina. La
leucovorina o acido folinico es una forma reducida del AF, que no requiere de la accion de la
enzima DHFR para su reduccion, por lo que su funcién no es afectada por la inhibicién de esta
enzima ejercida por el MTX. Esto permite regenerar la sintesis de purinas y timidina, antes
bloqueada por la accién inhibidora del MTX sobre la DHFR, dando lugar nuevamente a la sintesis
de ADN, ARN y proteinas.

La magnitud de la terapia de rescate aplicada a cada paciente depende directamente del
nivel de MTX en plasma. Es decir, que teniendo el resultado de la concentracion plasmatica de
MTX a un determinado tiempo pos infusion de la droga, el personal médico debe decidir cdmo

aplicar el rescate con leucovorina.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Los objetivos del presente capitulo de tesis fueron:
o Revision de los protocolos actualmente utilizados en los centros de salud publicos y privados
que remiten muestras de plasma de pacientes al LCCM - FBCB — UNL para el dosaje de MTX.

o Actualizar el procedimiento bioanalitico mediante CLAR-DAD aplicado a la monitorizacion
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terapéutica de metotrexato MTX incorporando herramientas de AQbD y gestion del ciclo de vida.
o Desarrollar estrategias de control y de verificacion continiia del desempefio del método

o Calificar el desempefio del método bioanalitico actualizado mediante ensayos de validacion

protocolizados.

4.3. MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Instrumental y equipamiento
Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatdgrafo liquido Shimadzu
equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automatico con refrigeracion SIL-30AC
Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con
arreglo de diodos SPDM20A.
Se empled una columna cromatografica Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5.0 um
de tamafio de particula) de Agilent Technologies.
Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipo y materiales:
e Peachimetro- potenciémetro Termo Scientific Orion 5 Star.
e Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.
e Microcentrifuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134
o Vortex Nevation Modelo iSwix.
¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD.
¢ Balanza analitica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris.
e Equipo de sistema de alimentacion ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés,
Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.
e Equipo de produccion de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.

o Material volumétrico de borosilicato Clase A.

4.3.2. Softwares para la adquision y procesamiento de datos
Para la adquisicidon y procesamiento de datos cromatograficos se utilizé el software
Workstation Labsolution LC/GC version 5.73 de Shimadzu.
La generacion de los disefios experimentales, como asi también el analisis de datos
mediante la MSR se llevé a cabo con el software Design Expert Version 11 de prueba (State Ease,

Miniapolis).
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Para el analisis estadistico de los datos de la validacion del método se utilizé el programa
Microsoft Excel (2013) y STATGRAPHICS Centurion XVIII (Statpoint Technologies, Inc.).

4.3.3. Reactivos y muestras

El estandar farmacéutico secundario de MTX base (88.9 %p/p sobre sustancia tal cual) se
adquirié en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los farmacos evaluados para el estudio de
selectividad del método frente a la medicacion coadministrada fueron estandares farmacéuticos
de farmacopea, materias primas de calidad farmacéutica cedidas por Laboratorios LAFEDAR
(Parana, Entre Rios, Argentina) o preparaciones comerciales adquiridas en farmacias (Tabla 4.2).

El solvente organico, acetonitrilo (ACN) grado cromatografico y el acido acético p.a. se
obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el cloroformo (CHL), acetato de
sodio trihidrato p.a. (CH3CO2Na.3H.0) e hidréxido de sodio p.a. (NaOH) se adquirieron en Cicarelli
(San Lorenzo, Argentina). El agua ultrapura se obtuvo en el laboratorio mediante el sistema de

purificacion de agua Millipore Simplicity.

Tabla 4.2: Listado de la medicacién co-administrada

Medicacién Datos/Procedencia

Acido Félico Material certificado-Farmacopea Europea-Lote 1802
Vincristina Producto comercial — FILAXIS LABORATORIO - Lote 20108H
Piperacilina-Tazobactam Producto comercial —- FABRA LABORATORIO - Lote 55527
Ondansetron Materia prima — LAFEDAR- Lote ZOS 0031114

Omeprazol Producto comercial - SURAR PHARMA - Certificado: 48117
Allopurinol Producto comercial - LAZAR

El PB se obtuvo a partir de voluntarios no tratados con el farmaco en estudio y se conservo
a -20°C hasta el dia de uso. Las MRs fueron remitidas al LCCM — FBCB — UNL por los servicios
de onco-hematologia de los hospitales “Dr. Orlando Alassia” y “J.B Iturraspe” de la ciudad de Santa
Fe. Las muestras de plasma se obtuvieron mediante centrifugacién de sangre entera heparinizada
(usando heparina de litio como anticoagulante) a 6000 rpm durante 2 minutos y se analizaron el

mismo dia de recibida la muestra.

4.3.4. Soluciones estandares, muestras calibradoras y muestras

controles

Todas las soluciones y muestras aqui mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo

y/o validacion del método.
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Las soluciones reguladoras (SRs) se prepararon en diferentes concentraciones mediante
disolucién de una cantidad determinada de CH3CO2Na.3H20 p.a. en agua ultrapura y agregado
de un volumen determinado de acido acético p.a. controlando el pH mediante el uso de un
peachimetro recientemente calibrado.

Para la evaluacion del método se utilizaron soluciones stock (SSs) de MTX que se
prepararon mediante pesada de MTX sodico (polvo liofilizado para solucion inyectable) y disolucion
en agua ultrapura para obtener una concentracion de aproximadamente 1250 umol/L. A partir de
estas SSs se prepararon soluciones intermedias (Sls) mediante dilucion en agua ultrapura
utilizando material volumétrico clase A para obtener concentraciones de 0.50 y 1.00 pmol/L de
MTX en plasma.

Para llevar a cabo la revalidacion del método se utilizaron SESs de MTX que se prepararon
mediante pesada del estandar farmacéutico secundario de MTX base y posterior disolucion en
NaOH 0.10 mol/L, lograndose una concentracion aproximada de 2500 pmol/L. Las SESs, se
prepararon diariamente y para cada ensayo en particular. Las concentraciones exactas de las
SESs preparadas se calcularon en funcién de las masas pesadas y la potencia del estandar.

Las SESs se diluyeron con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase A para
obtener una solucion estandar intermedia (SEI) en una concentracion de 500 umol/L.

Las soluciones de trabajo (STs) se prepararon mediante dilucién en agua ultrapura
utilizando material volumétrico clase A a partir de las SESs y SEls, en las concentraciones objetivo
indicadas en la Tabla 4.3.

Las MCs se prepararon en tubos eppendorf mediante la fortificacion de 225.0 UL de PB con
25.0 uL de las SES o SEI de manera de obtener 9 niveles de calibracion en el rango analitico: 0.05
—50.0 ymol/L para MTX (Tabla 4.3). Las MCs se prepararon en tres dias diferentes cada vez que
se ensay6 la curva de calibrado multinivel segun los requerimientos del procedimiento de

validacion.

Tabla 4.3: Preparacion y rango de concentraciones de las STs y MCs.

Nivel 1 2 3 4 5 6 7 8 9

STs

Volumen SES (pL) - - - - - 500 1500 3000 5000

Volumen SEI (pL) 250 500 125 250 500

Volumen final (mL) 25.0

Concentracion MTX (umol/L)  0.50 1.0 25 5.0 10 50 150 300 500
MCs

Volumen ST (uL) 25.0
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Plasma blanco (uL) 225.0
Concentracion MTX (umollL) ~ 0.05 010 025  0.50 1.0 5.0 15 30 50

Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs, pero a partir
de SES y SEIl preparadas de manera independiente. Para estas muestras, las STs se obtuvieron
en cuatro niveles de concentracion de manera que permitieran preparar MQs en los niveles que
se muestran en la Tabla 4.4.

Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en dias diferentes segun el requerimiento

de los ensayos de validacion.

Tabla 4.4: Preparacion y niveles de concentracion de las STs y MQs.

Nivel LIC NB NM NA

STs

Volumen SEI (pL) 25.0 75.0

Volumen SES (L) - - 2500 3750

Volumen final (mL) 25.0

Concentracion final MTX (umoliL) 0.50 1.5 250 375
MQs

Volumen ST (uL) 25.0

Plasma blanco (pL) 225.0

Concentracion final MTX (umol/L) 0.05 0.15 25.0 37.5

4.3.5. Pretratamiento de las muestras de plasma
El pre-tratamiento para las muestras no fue sujeto a modificaciones y se mantuvo segun lo

indicado en el POE_BAM_001 vigente hasta el momento de la actualizacion. Tanto en la etapa de
validacién como en la aplicacion rutinaria del método, el pre-tratamiento de las muestras MBs,
MCs, MQs y/o MRs se llevé a cabo de la misma manera mediante el siguiente protocolo (Fig. 4.4):

e 250.0 uL de plasma se trasvaso a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

e Se agregd 500.0 uyL de ACN, se aplicé vortex durante 20 segundos para permitir la
precipitacion de proteinas y a continuacion se centrifugd a 6000 rpm durante 2 minutos.

e 600.0 uL del sobrenadante se trasvasoé a otro tubo eppendorff de 1.5 mL y se agreg6 600.0
uL de CHL.

e Se aplicd nuevamente vortex durante 20 segundos para permitir la re-extraccion de ACN y
la separacion de lipidos del plasma.
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¢ Finalmente se centrifugé a 6000 rpm durante 2 minutos y 100.0 L de la fase superior se

trasvaso a un vial de inyeccion con inserto para su analisis en el cromatografo.

o TP? s T & I o TPY o O

T| 200uLPasma T | S00WLACN || gogouL T | 6000MLCHI | sobrenadante FFI
\ — | | ) | | sobrenadente | | SE— | j e | | s
Vortex 20's + b \ Vortex 205 + Vial con | s
Centrifugacion Centrifugacion oy s o
6000 r.p.m. 2 min 6000 rp.m. 2 min Procesamiento de la muestra
por CLAR_DAD

Figura 4.4: Procedimiento para el pre-tratamiento de las muestras de plasma.

4.3.6. Sistema cromatografico

La actualizacion del método se baso principalmente en una reevaluacion del sistema
cromatografico, por lo tanto, se ajustd desde las condiciones iniciales (empleadas desde la
implementacion del método) hasta las condiciones dptimas con las cuales se lograron los objetivos
propuestos (ver seccion 4.4.2.6)

En la etapa de validacién y durante el uso rutinario del método la separacion de MTX, su
metabolito (7-OH MTX), medicacidn coadministrada y compuestos enddgenos (CE) se llevé a cabo
a 25°C en una columna Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6 x 150 mm, 5.0 ym de tamafio de particula).
La fase movil consistié en ACN y SR 400 + 50 mM a pH=3.65 + 0.05 con gradiente de elucion
como se indica en |a Tabla 4.5, a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. La temperatura del inyector
se mantuvo a 25°C y el volumen de inyeccion fue de 50 pL. La monitorizacién de MTX y 7-OH

MTX se efectud a una longitud de onda de 305 nm.

Tabla 4.5: Gradiente de elucion de la fase movil.

Tiempo ACN SR
(min) (%) (%)
0.00 90.5 9.50
2.00 90.5 9.50
3.00 80.0 20.0
6.50 80.0 20.0
7.30 90.5 9.50
10.0 90.5 9.50
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4.4. RESULTADOS Y DISCUSION:

4.41. Definicion del perfil del objetivo analitico

En funcion de los antecedentes evaluados y la actualizacion propuesta en el marco de
AQbD para el procedimiento, el ATP quedd definido como: “La cuantificacion selectiva de MTX
en plasma humano heparinizado en el rango comprendido entre 0.05 — 500.0 umol/L, con
una variabilidad del resultado informable < 15% (< 20% en el LIC) y un bias% * 15% (* 20%
en el LIC), asegurando suficiente exactitud con una probabilidad = 90% determinada con un
95% de confianza en un corto tiempo de analisis”.

Para arribar a esta definicion se consideraron los aspectos fundamentales del alcance del
meétodo. Entre ellos se destacan los requerimientos de calidad del resultado de un dosaje de la
concentracion de un farmaco en fluidos bioldgicos para llevar a cabo MTD, la necesidad de

disponer del resultado en cortos tiempos, y los objetivos terapéuticos.

4.41.1. Revision de los objetivos terapéuticos

Actualmente en los centros de salud publicos y privados de la ciudad de Santa Fe y
alrededores se utilizan las guias de tratamiento elaboradas por el Grupo Argentino de Tratamiento
de la Leucemia Aguda (GATLA) [212, 213]. En estas guias se describen los esquemas de
dosificacién de MTX para pacientes con LLA, linfomas y otras patologias (Tabla 4.6).

El rescate con leucovorina se inicia 12 horas pos infusion de MTX con una dosis inicial del
15 - 30 mg/m2 de SC y se mantiene la dosis cada 6 horas. Sin embargo, si los valores de
concentracion de MTX superan los valores esperados para cada etapa se corrigen de la siguiente
manera:

Leucovorina administrada (mg) = concentracién plasmatica de MTX (umol/L) x peso corporal (kg).

Tabla 4.6: Tratamientos con MTX segun diagnéstico y concentraciones esperadas pos inicio del tratamiento.

Diagnéstico Tratamiento Concentracion de MTX (mol/L) pos inicio tratamiento
LLA Infusion en 24 horas
2g/m2 SC infusion en 24 horas Hora 24 <150
Hora 36 <3.0
5g/m2 SC infusién en 24 horas Hora 42 <1.0
Hora 48 <0.40
1 -2 g/m2 SC infusién en 36 horas  Hora > 48 <0.25
Infusion en 36 horas
Hora 36 <10.0
Hora 48 <0.50
Hora > 48 <0.25
Linfomas Infusion en 24 horas

- 2 i i0
1 - 5g/m2 SC infusion en 24 hora Hora 24 <150
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Hora 48 <0.40
Otros Infusion en 4 horas
Hora 24 <20
- 2 i i0
3 —12g/m2 SC infusién en 4 horas Hora 48 <0.20
Hora >72 <0.20

4.4.1.2. Redefinicion del rango analitico

El rango de calibracién establecido en el POE_VBAM_001 vigente al momento de la
actualizacién, estaba comprendido entre 0.05 — 5.0 ymol/L, por lo que permitia cuantificar MTX de
0.05 - 125 umol/L luego de aplicar diferentes diluciones a las MRs para las cuales se esperaba
concentraciones elevadas, acorde al tratamiento recibido por el paciente y la hora de muestreo
(ver Tabla 4.7).

Tabla 4.7: Diluciones para el procesamiento de la MR segun tratamiento y segln procedimiento inicial
Muestra

Tratamiento . P Dilucion de la Muestra
(en h pos inicio de la infusion)

12g/m2 SC infusién en 4 horas 24 1/5

5g/m2 SC infusién en 24 horas 24 1/25

10 29/m2 SC infusion en 36 horas 36 1125

En base a esta informacion, la revision mencionada en la seccién 4.4.1.1, y los rangos de
concentracion plasmatica encontrados en los dosajes realizados en el LCCM a lo largo de 12 afios,
de servicio (Tabla 4.8), se redefinio el rango de calibrado y la estrategia de dilucion. El nuevo rango
analitico se fij6 en 0.05 — 50.0 umol/L y se establecié una Unica dilucién de 1/5 (conformada por
50.0 yL de MRy 200.0 pL de PB), para MRs correspondientes a 24 horas pos inicio de la infusion.

Esta estrategia permite cuantificar MTX en concentraciones de 0.05 - 500.0 pmol/L.

Tabla 4.8: Rango de concentraciones de MTX halladas en el LCCM segun diagndsticos.

Concentracién de MTX (umol/L) LLA Linfomas y otros
Valores maximos 167.0 60.0
Rango de concentracion frecuente 30.0-60.0 25.0-50.0

4.4.2. Rediseiio del método

4.4.2.1. Sistema analitico inicial

El método analitico objeto de actualizacion en el presente capitulo, comprendia el siguiente

sistema cromatogréfico:
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e Columna cromatogréafica: Fase estacionaria C18 ligada a particulas esféricas de silice
completamente porosa de 5.0 um de diametro con las siguientes dimensiones: 4.6 x 150 mm.

e Fase movil: integrada por ACN y una SR compuesta por acetato de sodio/acido acético 1000
mM a pH= 3.50.

o \elocidad de flujo 1.5 mL/min.

¢ Modo de elucion: gradiente de elucion segun se indica en la Tabla 4.5 de la seccion 4.3.6.

e Volumen de inyeccion: 50 L.

e Deteccion: longitud de onda de 305 nm.

e Temperatura del horno de la columna: 25°C.

e Tiempo de corrida: 10.0 min.

En estas condiciones cromatograficas MTX eluye a un tiempo de retencion de 3.80 miny el
7-OH-MTX a los 6.50 min.

4.4.2.2. Identificacion de riesgos

Mediante la aplicacion de Diagramas de Ishikawa (Fig. 4.5), se formaliz6 la identificacion de
los factores del sistema cromatografico que podrian tener efecto sobre la calidad del método.
Dentro de ellos, y en base al conocimiento ya adquirido en el uso del método, se decidié dejar
varios de estos factores en sus niveles iniciales y estudiar experimentalmente el efecto de la
concentracion y el pH de la SR, de la velocidad de flujo de la fase mévil y de la temperatura del

horno de la columna para determinar si los mismos constituian CMPs.

. g Composicion v:;o:':gzd >
olumen de, > y
inyeccion Solucion
Reguladora
J Gradienle
de eluqon
 Tr— Concen!racmns -
> olvente 3
organico

Fase Ab
' ; > Sortividad e——
estacionaria
Temperatura ] Longitud de Concentracion —s»
del horno onda de delecuon
= A pKa —>
imensiones 3
(longitud, didmetro, tamafio de
particula)

Figura 4.5: Diagramas de Ishikawa para la identificacién de riesgos. Factores asociados al rendimiento del sistema
cromatografico. Los factores evaluados se indican en celeste.
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4.4.2.3. Medicacion coadministrada

En el desarrollo y validacion inicial de la selectividad del método se estudio el
comportamiento en el sistema cromatografico de toda la medicacion posiblemente coadministrada
en los tratamientos de HDMTX, ya que las mismas podrian constituirse como interferencias. Las
drogas estudiadas en esa etapa fueron: ondansetron, clindamicina, acido tranexamico,
piperacilina/tazobactam, vincristina, leucovorina, daunorrubicina, doxorrubicina, citarabina,
prednisona, acido folico, anfotericina B y ranitidina. Como resultado de esa evaluacion se
determin6 que ninguno de los farmacos constituia un interferente ya que no se co-extrajeron con
MTX al aplicar el pre-tratamiento de muestra, eluyeron con el frente de corrida o presentaron Rs
mayores a 6.0.

Teniendo presente estos resultados, y con el fin de completar y reevaluar el estudio de la
selectividad del método, se verifico el comportamiento en el sistema analitico en evaluacién de
algunos de los farmacos concomitantes sobre los que se tenia aiin poco conocimiento: omeprazol
y allopurinol; y sobre aquellos farmacos que se co-extraian con MTX, pero presentaban tiempos
de retencion relativos altos en el sistema cromatografico inicial. Esos farmacos fueron:

piperacilina/tazobactam, vincristina, ondansetron y AF.

4.4.2.4. Definicion de los CMAs
Se definieron como CMAs las respuestas relacionadas con la selectividad, la sensibilidad y
la precision del método:
e Area de MTX: relacionada con la sensibilidad.
o Factor de cola de MTX: relacionado con la selectividad y precision.
¢ Ancho de pico de MTX: relacionado con la selectividad y precision.
o Resolucién del pico de MTX con CEs, con 7-OH-MTX o con la medicacion coadministrada:

relacionada con la selectividad.

4.4.2.5. Evaluacion de riesgos

Los efectos de los factores seleccionados para evaluar experimentalmente se estudiaron

mediante una estrategia combinada de analisis uni y multivariado.

4.4.2.5.1. Evaluacion de la concentracion de la SR

Al evaluar los niveles de los factores en el procedimiento inicial, se comprobd que la
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concentracion de la SR de la fase movil era muy elevada (1000 mM) en comparacion a la propuesta
por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) en la monografia de MTX (aproximadamente 300
mM) [214]. De la misma manera, se observé que en el trabajo de revision realizado por Rubino[203]
sobre métodos cromatogréficos para la determinacion de MTX en diversas matrices, las SRs
empleadas habitualmente estaban en el rango de 10.0 a 200 mM.

Teniendo en cuenta esta informacion y con el objetivo de introducir una mejora al método,
se evalud el impacto de disminuir la concentracion de la SR sobre el comportamiento del analito
en el sistema cromatografico. El interés en disminuir la concentracion de la SR se basa en el hecho
de que las sales producen un gran desgaste en los componentes del cromatografo, generando
mayores costos de mantenimiento del instrumento.

Para esta evaluacion se prepararon SRs de distintas concentraciones molares para
conformar la fase movil (siempre de pH=3.50) y se evalud la forma y el tr del pico de MTX. Todos
los demés parametros del sistema se mantuvieron en los niveles basales, por lo que se realizd un

analisis univariado del factor concentracion de la SR.

Absorbancia (Au)

Tiempo (min)

Figura 4.6: Cromatogramas registrados a 305 nm en las condiciones cromatograficas vigentes de una muestra de
plasma fortificado con MTX (1.0 umol/L) utilizando diferentes concentraciones de la SR a pH= 3.50 en la fase movil:
(1) 1000 mM, (2) 500 mM, (3) 250 mM y (4) 125 mM.

Como se muestra en la Figura 4.6 a medida que disminuy6 la concentracion salina,
aumento el tiempo de retencion de MTX y en particular, a una concentracidn aproximada de 250
mM el pico de MTX se deformd. Estos resultados evidenciaron que la concentracién salina de la
SR es un parametro con un efecto significativo sobre el método, por lo que realmente constituia
un CMP.

165



Yamile Caro - LCCM - FBQB - UNL
CAPITULO 4

4.4.2.5.2. Evaluacion del pH de la SR

Teniendo en cuenta las constantes de disociacion de la molécula de MTX [215] se
seleccionaron y evaluaron 3 (tres) pH diferentes en la SR de la fase movil: 3.50, 4.00 y 5.00. En
todos los casos la concentracion salina se mantuvo constante en 300 mM, ya que en evaluaciones
anteriores (seccion 4.4.2.5.1) se observé que concentraciones menores aumentaban el tiempo de
retencion y favorecian la deformacion del pico del analito. Los demas parametros del sistema se
mantuvieron en sus niveles basales.

En la Figura 4.7, se muestra el efecto significativo que posee el pH de la SR sobre los
parametros del pico, produciendo una disminucion en el tiempo de retencidn a medida que
aumenta la basicidad de la SR. Con ambos pH extremos, 3.50 y 5.00, se obtuvo una forma de pico

aceptable, seleccionandose como segundo factor a evaluar en la etapa de optimizacion.

Absorbancia (Au)
1

Tiempo (min)

Figura 4.7: Cromatogramas registrados a 305 nm en las condiciones cromatograficas vigentes de una muestra de
plasma fortificado con MTX (1.0 pmol/L) utilizando diferentes pH de una SR de 300 mM en la fase mévil: (1) pH=5.00,
(2) pH=4.00 y (3) pH=3.50.

4.4.2.5.3. Evaluacion de la medicacion coadministrada.

En base a lo mencionado en la seccion 4.4.3.1, se verificd el comportamiento de algunos
farmacos con el sistema cromatografico modificado, con el fin de completar el estudio de
selectividad del método.

Para llevar a cabo esta evaluacion, se prepararon soluciones acuosas de cada farmaco a
partir de preparados farmacéuticos comerciales (inyectables o comprimidos segun el caso) y se

utilizaron para fortificar PB en concentraciones adecuadas para obtener buena sefial analitica.
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Inyectando los extractos de estas muestras en el sistema cromatografico con fase mévil
compuesta por SR 300 mM y pH= 3.50, se observd que ninguno de estos farmacos generaba
sefial analitica en las proximidades del pico de MTX; excepto el AF ya que eluye en las
proximidades del tiempo de retencion del MTX y tiene un espectro de absorcion similar al analito.

Por lo que se decidi6 evaluar solamente al AF en la etapa de optimizacion del sistema.

4.4.2.5.4. Evaluacion conjunta de la temperatura del horno de la columna

y la velocidad de flujo.

Para evaluar conjuntamente la influencia de temperatura del horno de la columna y la
velocidad de flujo de la fase mévil sobre el sistema cromatografico, se utilizé un DFF, con 2 factores
en dos niveles (+1, -1), con tres puntos centrales.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, la concentracion de la SR se
establecio en 300 mM y el pH en 3.50.

En la Tabla 4.9 se muestran los rangos experimentales analizados. En este entorno
experimental se evaluaron los siguientes CMAs: area de MTX (y1), factor de cola (y2), Rs AF —
MTX (y3) y Rs MTX = 7-OH MTX (y4).

Tabla 4.9: Posibles CMPs y rangos experimentales evaluados

Posibles CMPs — Factores (x) Descripcion Rango Experimentales
x1 Temperatura del horno de la columna 25-40°C
x2 Velocidad de flujo de la fase moévil 1.50 - 2.00 mL/min.

Para el trabajo experimental se utilizd un pool de remanentes de plasmas de pacientes
previamente analizados en el servicio de MTD del LCCM. Los plasmas correspondieron a 42 — 48
horas pos infusion con el fin de disponer de buena SA del 7-OH-MTX. A un volumen determinado
de plasma, se le adicionaron alicuotas de una solucién de AF y de una solucién de MTX de manera
tal de lograr concentraciones de 1.0 ymol/L y 0.50 pmol/L, respectivamente. Los resultados

obtenidos de aplicar el DFF se muestran en la Tabla 4.10.
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Tabla 4.10: Plan de pruebas experimentales y resultados del DFF
Posibles CMPs2 CMAs®
Corrida x1 x2
(°C)  (mL/min) y1 y2 y3 y4
1 25 1.50 26074 1.07 10.4 3.82
2 40 1.50 26397 0.89 8.78 3.96
3 25 2.00 19358 0.90 9.06 412
4 40 2.00 25909 1.34 6.61 4.86
5 33 1.75 22734 0.91 8.64 4.16
6 33 1.75 23003 0.89 8.59 415
7 33 1.75 22354 0.89 8.97 418
Minimo 19358 0.89 8.59 3.82
Rango de Respuestas .
Maximo 26397 1.34 10.4 4.86

a CMPs: x1: temperatura del horno de la columna 'y x2: velocidad de flujo de la fase mévil (mL/min).
bCMAs: y1: area de MTX, y2: factor de cola de MTX, y3: Rs AF - MTXe y4: Rs MTX-7-OH MTX.

Como puede observarse en la Figura 4.8 los efectos de los factores resultaron significativos
para dos de los CMAs estudiados, y3 e y4 (Fig. 4.8 C y D), por lo que se verificd que estos
factores constituian también CMPs. Sin embargo, los efectos de estos factores sobre y1 e y2

resultaron no significativo (Fig. 4.8 Ay B).

A B

Bonterroni Limit 4 BS666

t-Value Limit 3 18248

AB 443

Figura 4.8: Graficas de Pareto de cada una de las respuestas estudiadas: A) y1, &rea de MTX, B) y2, factor de cola
del pico de MTX, C) y3, Resolucion entre AF - MTX y D) y4, Resolucién entre MTX — 7-OH MTX. Efecto positivo en
color naranja y efecto negativo en color azul.
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Respecto al efecto de los CMPs sobre y3 e y4 resulta interesante observa que mientras
ambos factores ejercen un efecto negativo sobre y3, indicando una disminucién de la Rs entre
MTX y AF a medida que aumentan los valores de temperatura del horno de la columna y de la
velocidad de flujo, el efecto es contrario sobre la Rs de MTX con su metabolito, la cual se ve
favorecida por un aumento de la temperatura y de la velocidad de flujo.

Ademas, se observo que ambas resoluciones fueron superiores al minimo requerido de 1.5
(criterio establecido en el POE_VBAM_001), lo que permitié un adecuado margen experimental

para optimizar las respuestas.

4.4.2.5.5. Generacion informacion detallada del sistema

En base a los resultados obtenidos y siendo un parametro instrumental faciimente
controlable, se decidid fijar la velocidad de flujo, en un valor conveniente de 1.5 mL/min a los fines
de simplificar la etapa de optimizacién.

Los niveles evaluados de cada CMP en esta etapa se muestran en la Tabla 4.11. Dos de
los CMPs son factores dificiles de cambiar en un sistema cromatogréfico: la concentracion y el pH
de la SR, por lo que se decidio6 utilizar en esta oportunidad un disefio sencillo de implementar en
esta situacion, tal como el DSP. El proceso experimental se llevo a cabo en dos dias siguiendo un
orden aleatorio para asegurar la independencia de los resultados y minimizar los efectos de los

factores no controlados.

Tabla 4.11: Posibles CMPs y rangos experimentales evaluados en el DSP

Posibles CMPs - Factores (x) Descripcion Rango Experimentales
x1 Concentracion de la SR de la fase movil 300 - 500 mM
x2 pH de la SR de la fase movil 3.50-5.00
x3 Temperatura del horno de la columna 25-40°C

Para recabar informacioén detallada sobre el desempefio del método al analizar muestras
con baja concentracion del analito (dosajes de hora 42 — 48 pos infusidn); en las que se vuelve
significativa la SA de los CEs, se utilizd un pool de MRs remanentes de pacientes obtenidos a las
48 horas pos infusién. Esta muestra presentaba una SA importante de 7-OH-MTX y se fortifico
sucesivamente con AF y MTX para lograr una concentracion aproximada de 1.0 ymol/L y 0.5
pmol/L, respectivamente. En una evaluacion inicial de la muestra fortificada utilizando una fase
maovil compuesta por una concentracién de la SR de 300 mM y pH= 3.50, se observd que el AF
puede coeluir con un compuesto enddgenos del plasma (Co), lo que se manifesté en el aumento

de la SA en el mismo tr de Co (Tabla 4.12 y Fig. 4.9) y en el analisis de perfiles espectrales (Fig.

169



Yamile Caro - LCCM - FBQB - UNL
CAPITULO 4

4.10). Otra observacion importante del anélisis de esta muestra fue la presencia de otros CEs. Un,
CE+, que eluye entre AF y MTX, y otro, CE2, que eluye entre MTX y 7-OH-MTX.

Tabla 4.12: Resultados de la evaluacion del pool de plasma fortificado con bajos niveles de MTX 'y AF.

Muestra trde Coy/lo AF  Area de Co yl/o AF tR MTX Area de MTX
Pool de plasma 2.645 180372 5.653 11333
Plasma fortificado con AF 2.811 2145270 5.679 12387
Plasma fortificado con AF y MTX 2.730 216434 5.590 33235

a El area corresponde solo al compuesto endogeno (Co)
bEl area corresponde a la sumatoria del Co y AF 1.0 umol/L.

26 -
24
22—- AF + Co 7.0H MTX
20 ]
18 3
16
14 ]
12 ] \
10

Absorbancia (Au)

8]

6

4

2]

Tiempo (min)

Figura 4.9: Cromatogramas registrados a 305 nm de un pool de plasmas remanentes de MRs (negro), pool de plasma
fortificado con AF 1.0 umoliL (rojo) y pool de plasma fortificado con AF 1.0 umol/L y MTX 0.50 pmol/L.

Absorbancia (mAU)

24 25 26 27 28 29 30
Tiempo (min)

Figura 4.10: Perfil del pico correspondiente a la sumatoria de AF y Co que eluye a un tiempo de retencién de 2.73
min., registrado a diferentes longitudes de onda (280 — 330 nm, cada 5 nm).
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Teniendo en cuenta el andlisis de este pool de muestra, los CMAs analizados en esta etapa
fueron: factor de cola de MTX (y1), ancho 5% pico MTX (y2), altura pico MTX (y3), Rs CE1 -
MTX (y4), Rs MTX - CE2 (y5), tr 7-OH MTX (y6), Rs AF — MTX (y7), Rs MTX - 7-OH MTX
(y8) y érea de pico MTX (y9). Los criterios de aceptacion establecidos para cada CMA se
muestran en la Tabla 4.13.

La matriz experimental y las respuestas obtenidas al ejecutar el DSP se muestran en la
Tabla 4.14. Como se observa, los CMAs alcanzaron valores aceptables en la mayoria de las

corridas cromatograficas.

Tabla 4.13: Criterios de aceptacion de los CMAs

CMAs - Respuestas (y) Descripcion Criterio de aceptacion
y1 Factor de cola <2.00
y2 Ancho de pico cromatogréfico 5% MTX <0.500
y3 Altura del pico cromatogréfico de MTX = 1500
y4 Rs CE1 - MTX <150
y5 Rs MTX- CE2 <1.50
y6 tr 7-OH-MTX <10.00
y7 Rs AF - MTX <150
y8 Rs MTX - 7-OH-MTX <1.50
y9 Area del pico cromatografico de MTX 220000

Tabla 4.14: Plan de pruebas experimentales y resultados del DSP.
CMPs? CMAsb
Corrida Grupo x1 x3 y6

x2 y1 y2 y3 y4 y5 y7 y8 y9
(mM) (°C) (min)

500 500 27 0802 0496 1454 345 135 535 345 126 21452

N

2 500 500 40 0821 0453 1595 342 171 492 342 128 21702
3 300 494 40 0834 0448 1542 401 160 536 4.01 122 21806
4 2 300 494 26 0746 0.605 1265 4.06 126 570 4.06 11.8 21462
5 466 350 25 1.000 0.300 2413 499 065 654 499 196 22744
6 3 466 350 40 1.042 0449 1738 313 446 644 313 198 22599
7 466 350 32 1.000 0400 1727 340 040 648 340 209 22143
8 407 500 35 0804 0.504 1408 345 162 525 345 129 21311
9 ) 407 500 25 0.771 0553 1268 3.54 145 549 354 128 20759
10 382 424 25 0874 0513 1467 210 521 622 210 272 22243
11 5 382 424 33 0973 0522 1590 157 635 614 157 285 22916
12 382 424 33 0925 0551 1525 151 623 614 151 288 22975
13 500 419 32 096 0454 1814 188 575 614 1.88 28.0 23456
14 ° 500 419 40 00963 0408 1958 168 6.72 611 1.68 271 24235
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15 500 419 25 0911 0454 1595 214 578 617 214 289 21261
16 %2 424 32 0900 0500 138 163 616 616 163 294 21502
17 382 424 40 0901 0491 1608 136 612 641 136 287 22896
18 300 350 40 0945 0512 1642 240 398 643 240 226 24035
19 8 300 350 32 0893 0545 1620 272 322 647 272 225 24101
20 300 350 25 0926 0434 1992 336 3.07 650 336 209 22521
Rango de respuestas  Minimo 0746 0300 1265 136 040 492 136 118 20759

Méximo  1.042 0605 2413 499 672 654 499 294 24235

a CMPs: x1: concentracion de la SR (mM), x2: pH de la SR y x3: temperatura del horno de la columna (°C).
bCMAs: y1: area de MTX, y2: factor de cola de MTX, y3: Rs AF - MTXe y4: Rs MTX-7-OH MTX.

Particularmente, tres de las respuestas estudiadas, y7, y8 e y9, resultaron no afectadas

en el entorno experimental evaluado y no se tuvieron en cuenta en el analisis posterior. Para las

otras respuestas (y1 a y6), se construyeron los modelos de regresion lineal multiple y los mismos

se ajustaron mediante ANOVA. Los términos no significativos del modelo (valor p > 0.10) fueron

eliminados, excepto aquellos necesarios para mantener la jerarquia (Tabla 4.15).

Tabla 4.15: Analisis de los modelos ajustados de cada una de las CMA evaluadas

A P Termino R2
CMA Rango Modelo Términos significativos (xi/Xi) 2 adicionado® Ad.
, x1,x2,
yl 0.716 - 1.042 Lineal X3 0.8751
x1,x2, x1x2, x12, x22, x1%x2
y2 0.300 - 0.605 Cubico X3,x1X3,x2X3, X3?, x1% X32 0.9058
x2X3% x12X3,Xx33
x1,x2, x1x2, x12, x22, x1%x2
y3  1265-2413 Cibico  X3,x1X3,x2X3,X32, x12x3 122" ¥1X3, 09034
) S x2X3,X3
x2°X3,x2X3% X3
x1,x2,x1x2, x22,
v4 1.36-4.99 Cubico X3,x1X3,x2X3,X32%, x1x2X3, x1,x1X3 0.9695
x2X32%,x33
x1,x2, x1x2, x22
y5 0.40-6.72 Cuadratico X3,x1X3,x2X3,X32% x1x2X3, x2,x1X3,X3%2  0.9289
x1X3?,x2Xx3?
y6  492-654  Cuadritico *1,22,x1x2,x2° 0.9977

X3,x2X3,x22X3

a xi representa los fatores dificiles de cambiar del WP e Xi el factor facil de cambiar del SP.
bTermino adicionado para mantener la jerarquia.
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4.4.2.6. Definicion del MODR, espacio de control y punto dptimo de
trabajo
Para determinar el OWP se llev6 a cabo la optimizacion numérica simultanea de los CMAs
y los CMPs maximizando la funcién deseabilidad D. Los criterios para lograr esas condiciones

experimentales optimas de operabilidad se seleccionaron en base a los objetivos y limites

especificados que se muestran en la Tabla 4.16.

Tabla 4.16: Condiciones para la optimizacién numérica y grafica

Limites
Parametro Objetivo Importancia
Inferior Superior
x1 Minimizar 300 500 3
CMPs x2 En rango 3.50 5.00 3
x3 En 25°C 25 40 3
y1 En 1 0.900 1.042 3
y2 Minimizar 0.300 0.500 3
CMAs y3 Maximizar 2000 2413 3
y4 Maximizar 2.00 4.99 3
y5 Maximizar 2.00 6.73 3
y6 Minimizar 4.92 6.54 3

El resultado del proceso de optimizacidn numérica arroj6 como condiciones estables
(D=0.351) una concentracion de la SR=400 mM y un pH= 3.65 a una temperatura del horno de la
columna 25°C. En estas condiciones, las respuestas predichas por los modelos ajustados, con
sus respectivos intervalos de tolerancia al 95 % (Confianza del 95%), fueron: y1 = 0.944 (0.791 -
1.097), y2 =0.424 (0.316 — 0.532), y3 = 2241 (1713 - 2769), y4 = 3.55 (2.86 — 4.24), y5 = 3.12
(0.83-5.41) e y6 = 6.48 (6.40 — 6.56).

En simultaneo a este andlisis, se realizé la superposicion de las graficas de contorno de los
modelos ajustados de todas CMAs evaluados como se muestra en la Figura 4.11 A, donde se
observa un area de color amarillo que representa al MODR. Dentro del MODR se definié el EC
(representado por un rectangulo en rojo), el que incluye al OWP, como se muestra en la Figura
4.11B.

Como resultado de este analisis quedaron establecidas las siguientes condiciones
experimentales para el EC: temperatura del horno de la columna en 25°C, la velocidad de flujo en
1.5 mL/min, la concentracion de la SR en 400 £ 50 mmol/L y el pH 3.65 £ 0.05.
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Figura 4.11: Superposicién de gréaficos de contorno de los modelos ajustados de todas los CMAs en el entorno
experimental evaluado A) entorno experimental evaluado donde la region amarilla representa el MODR. B)
delimitacion del espacio de control (EC): temperatura del horno 25°C, concentracion de la SR 350 — 450 mM y pH de
la SR 3.60 — 3.70.

4.4.2.7.

Las respuestas predichas por los modelos ajustados para el OWP, al igual que el EC, fueron

Validacion del espacio de control

validados mediante un enfoque multivariado. Para tal fin se aplicé un DFC con total de 13 pruebas
experimentales con 5 réplicas del punto central, el cual conicidié con el OWP. Los rangos de
variacion de los CMPs fueron: x1= 350 — 450 mMy x2= 3.60 - 3.70, en concordancia con el EC.
Se utilizd una muestra de plasma con MTX en las mismas concentraciones evaluadas en el resto
de los disefios.

Los resultados de la aplicacion del DFC se muestran en la Tabla 4.17, lo que evidenciaron
el cumplimiento de las respuestas predichas por los modelos ajustados en la etapa de

optimizacion.

Tabla 4.17: Plan de experimentacion y resultados del DFC

CMPs CMAs
Corrida
x1

(mM) x2 y1 y2 y3 v4 y5 y6
1 450 3.60 0.930 0.359 2517 2.59 3.24 6.48
2 450 3.70 0.989 0.385 2297 1.82 3.95 6.44
3 350 3.70 0.942 0.282 3104 - 3.35 6.49
4 350 3.60 0.929 0.288 3071 2.08 2.74 6.51
5 350 3.60 0.954 0.270 2929 2.68 2.78 6.50
6 400 3.65 0.915 0.369 2344 2.74 2.99 6.48
7 400 3.65 0.889 0.355 2424 2.85 3.05 6.51
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8 400 3.65 0.878 0.362 2539 2.81 2.86 6.51
9 350 3.70 0.859 0.376 2438 3.21 2.95 6.48
10 400 3.65 0.891 0.395 2311 2.64 2.87 6.50
1 450 3.60 0.922 0.413 2207 2.23 3.18 6.48
12 450 3.70 0.953 0.412 2086 2.84 3.40 6.45
13 400 3.65 0.897 0.378 2382 3.05 3.04 6.49

Ademas, se confirmo mediante la evaluacion del OWP (n=>5) la calidad de los CMAs, cuyas
respuestas en promedio fueron: y1= 0.894, y2= 0.372, y3= 2400, y4= 2.82, y5= 2.96 ¢ y6=
6.50, en concordancia con lo predicho por los modelos confirmandose los criterios establecidos
para los CMAs (Fig. 4.12). Estas condiciones experimentales cumplen los criterios establecidos

en el ATP y proporcionan robustez al método.
40 -

) 7-OH MTX
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Figura 4.12: Cromatograma registrado a 305 nm de un plasma blanco (negro) y un plasma de un paciente (hora 42
pos infusién) con una concentracion aproximada de MTX de 0.5 umol/L (rojo) en las condiciones del punto dptima de
trabajo: temperatura del horno de la columna 25°C, concentracion de la SR 400 mM y pH 3.65.

4.4.3. Revalidacion del método bioanalitico

Finalizadas las etapas de definicion del EC y seleccion del OWP, se llevé a cabo la
revalidacion del método para demostrar, mediante evidencia objetiva, que el rendimiento del
mismo esté en concordancia con el ATP.

En primer lugar, se redactaron el Procedimiento Operativo Estandar Bioanalitico de
Medicamentos para la determinacién de metotrexato en plasma humano (POE_BAM_001 Ed.
3/Rev. 2) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estandar de Validacion (POE_VBAM_001
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Ed. 2/Rev. 1), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestion de la Calidad del LCCM
- FBCB - UNL.

Los parametros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de
calibrado y modelo de prediccion, precision intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud

(evaluacién conjunta del sesgo y precision).

4.4.3.1. Selectividad

Como se menciono anteriormente, la selectividad se abord6 desde el inicio de la evaluacion
del método, estableciendo las condiciones de trabajo que garantizaron la capacidad del método
de discriminar la sefial analitica de MTX de compuestos enddgenos del plasma, del metabolito 7-

OH-MTX 'y medicacién coadministrada teniendo en cuenta la variabilidad interindividual.

4.4.3.2. Curva de calibrado y modelo de prediccion
Para establecer la relacion entre la SA y la concentracion exacta de MTX en las muestras
se construy6 una curva de calibrado multinivel con las MCs descritas en la Tabla 4.3 de la seccién
4.3.4, con nueve niveles de concentracion por duplicado cada nivel en tres dias diferentes.
Los resultados obtenidos del analisis de regresion en un dia de trabajo se muestran en la

Tabla 4.18. Resultados similares se obtuvieron para los otros dos dias.

Tabla 4.18: Parametros de regresion estimados a partir de una curva de calibrado multinivel.

Parametros MTX
Rango analitico (umoliL) 0.05-150.0
R2 0.9998
Peso 1/CN
Pendiente (b) 43485.2

Sh 144.2
Ordenada al origen (a) 92.0

Sa 218.7

IC 95% [-317.5-555.6]

De esta manera, el modelo de prediccion quedo representado por la ecuacion general:

_SA—a

CP
b

donde SA es la sefial analitica, a es la ordenada al origen de la ecuacion de regresion, b es la
pendiente de la ecuacidn de regresion y CP es la concentracion predicha de MTX en la MC, MQ
o MR.
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4.4.3.3. Precision intra-ensayo e inter-ensayo
El estudio de precision se llevo a cabo mediante el procesamiento de las MQs descritas en
la Tabla 4.4 de la seccidn 4.3.4, es decir cuatro niveles de concentracién por quintuplicado en tres
dias diferentes.
Los resultados obtenidos en la evaluacion de la precision se muestran en la Tabla 4.19.
Como se observa, tanto para repetibilidad como para precision intermedia se cumplen con los
criterios de aceptacion establecidos, CVr < 15% para todos los niveles, excepto para LIC donde

el CVr puede ser < 20%.

44.3.4. Sesgo

Para el estudio del sesgo del método en la cuantificacion de MTX, se utilizaron los datos
obtenidos experimentalmente en el estudio de precision y se calculd el bias%. Los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 4.19, los cuales cumple satisfactoriamente con los criterios de
aceptacion establecidos: + 15 % para todos los niveles, excepto para el LIC donde puede ser +
20%.

4.4.3.5. Exactitud. Evaluacion conjunta de sesgo y precision.

La exactitud se evalud teniendo en cuenta la incertidumbre aceptable del resultado
informado tal cdmo se indica en el ATP. Por lo tanto, se calcularon los intervalos de tolerancia
(95% confianza) del bias% promedio para un P=0.90 y «=0.10 cdmo se indica en la seccion
1V.3.1.6.6.

Los resultados de esta evaluacion se muestran en la Tabla 4.19. Como se observa en dicha
tabla los limites inferior y superior del b% promedio obtenido se encuentra en el rango de los limites

de incertidumbre aceptables para el ATP propuesto (£15% y £20% incluido el LIC).

Tabla 4.19: Resultados del estudio de precision (intra e inter-ensayo), sesgo y exactitud.

o MTX
recision (n=5 por nivel) CVr (%) CVi(%)b
LIC 74 6.3
3xLIC 2.0 23
0.5xLSC 36 23
0.75x LSC 10 1
Sesgo (n=5 por nivel) (b%)°

— 42

3xLIC 127

05xLSC 44

0.75xLSC -2.81

Exactitud (n=20) B Sp
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3.9 5.4
Intervalo de Tolerancia de  (P=0.90, a = 0.05)
LI-Td LS-Te
-8.9 17.0

aCoeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intra-ensayo: un dia, un analista.

b Coeficiente de variacion obtenido para el ensayo de precision intermedia: tres dias, tres analistas.
¢bias porcentual obtenido para un dia de trabajo.

dLimite inferior de tolerancia de .

e imite superior de tolerancia de .

44.4. Estrategia de control y monitoreo continuo de método.

Una vez finalizada la revalidacion del método se establecié una estrategia de control de
manera de asegurar el mantenimiento del rendimiento de calidad durante el uso de rutina alo largo
de todo el ciclo de vida, asegurando su aplicabilidad para el fin previsto.

Por un lado, en la versién final del POE_BAM_001 se establecié la estrategia de control
mediante la descripcion detallada de la preparacion de la fase mévil, prestando especial atencidn
ala concentracion de la SRy en el pH. Para ello se describieron detalladamente los rangos de las
masas a pesar de acetato de sodio trihidrato, como asi también el rango de volumen de acido
acetico, con el fin de obtener una SR de concentracion de 400 mM = 50 mM y un pH 3.65 £ 0.05
El resto de los CMPs corresponden a variables instrumentales que pueden mantenerse bajo
control de manera relativamente sencilla en un instrumento con calificacién operacional periodica.

Por otro lado, se consignaron en el mismo procedimiento los requerimientos de aptitud del
sistema cromatografico para cada corrida analitica y la evaluacion del desempefio del método. En
ambos casos, se propuso la utilizacién de MQs en dos niveles de concentracion correspondientes
a la concentracién 0.25 umol/L y 15.0 pmol/L, procesadas por duplicado. Los criterios de
aceptacion para ambas evaluaciones fueron los siguientes:

Para aptitud del sistema cromatografico:

e  Resolucion entre MTX'y cualquier pico correspondiente a compuestos enddgenos debe

ser=1.5.

e Elfactor de cola del pico correspondiente a MTX debe ser < 2.0

e Elancho del pico correspondiente a MTX debe ser < 0.500

e Elnumero de plato tedricos debe ser > 2000

Para la evaluacion del desempefio del método:

e Elbias% en la prediccion de la concentracion de los analitos en las MQs obtenida con

la curva de calibracién vigente debe ser £15.0%.

o EICV entre las réplicas de las MQs debe ser < 15.0%.
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La implementacion de estos criterios de aceptacion asegura el cumplimiento del ATP, y

minimiza el riesgo de cometer errores en la cuantificacion de MTX en las muestras reales.

Finalmente, se incorporo el uso de cartas control para los parametros bias% y CV de las

MQs, como instrumento para el seguimiento del desempefio del método como asi también para la

deteccion de tendencias relativas de los resultados obtenidos. Para la construccion de las cartas

control se establecio:

Bias%: limites de control superior (LCS) e inferior (LCI) como el valor correspondiente
a 2 (dos) veces el valor del desvio estandar general del bias%, SB (ver Tabla 4.19 de
la seccion 4.4.7.5). Es decir + 2 Sg (5.4), para ambas MQ y limites de accién igual al
criterio establecido para la evaluacion de desempefio del método, en el ATP, £15.0%.
CV: limite de control (LC) igual a 3 (tres) veces el valor del CVi obtenido durante la
recalificacion del método (ver Tabla 4.19 de la seccion 4.4.7.5), para las
concentraciones mas proximas a las MQ evaluadas. De esta manera, para la MQ de
concentracion igual a 0.25 pmol/L se utilizo el valor de CVi obtenido para la MQ = 3 x
LIC (2.3%) y para la MQ de concentracion igual 15.0 umol/L el CVi obtenido para la
MQ de 0.50 x LSC (2.3%). Como limite de accion (LA) se utilizo el criterio de

aceptacion establecido en el ATP, CV < 15%.

En la Figura 4.13, se muestran las cartas de control tanto para el CV de las réplicas de

ambas MQs (Fig. 4.13 A) como para el bias% en la prediccién de la concentraciones en las MQs

(Fig. 4.13 B) con los primeros controles realizados desde que entré en vigencia la nueva version
del POE_BAM_001.
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Figura 4.13: Cartas control para el CV (A) y para el bias% (B) de la MQ 0.25 umol/L (azul) y de la MQ 15.0 pmol/L.

Limite de control superior (LCS) e inferior (LCI). Limite de accién superior (LAS) e inferior (LAI). Limite de control (LC)
y de accion (LA).

445, Analisis de muestras reales

Durante el periodo comprendido entre el afio 2017 y hasta a fines del 2022 se remitieron al
LCCM un total de 532 muestras de plasma de pacientes pediatricos correspondientes a 50
pacientes desde el hospital de nifios “Dr. Orlando Alassia’, de la ciudad de Santa Fe, Argentina.
Durante el mismo periodo, se recibié una cantidad igual o mayor de provenientes del hospital “J.
B. Iturraspe” y otros centros de salud privados de la ciudad y alrededores.

Las muestras analizadas correspondieron a pacientes con diferentes patologias,
principalmente LLA, linfoma no Hodking y en menor medida osteosarcoma. Particularmente, se
observo en dos pacientes el uso de MTX para el tratamiento de tumores teratoide rabdoide, un
tumor primario del sistema nervioso central.

Teniendo en cuenta que el principal diagnostico fue LLA, los tratamientos que habian

recibido estos pacientes consistieron principalmente en 5g/m2 SC en infusién en 24 horas. Sin
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embargo, también se recibieron muestras correspondientes a tratamientos de 2g/m2 SC en
infusién en 24 horas y 1g/m2 SC en infusién en 36 horas. Para el caso particular de osteosarcoma,
el tratamiento realizado habia sido de 12g/m2 SC en infusion en 4 horas.

En base a estos tratamientos se recibieron principalmente muestras correspondientes a 24
(173) y 48 (154) horas pos infusion. Luego, en menor cantidad, y segun tratamiento, sumado a las
indicaciones médicas, se recibieron un total de 104 muestras correspondientes a hora 42, un total
de 13 para hora 36 y solo 4 muestras correspondientes a 4 horas pos infusiéon de MTX.

De los 50 pacientes analizados en este periodo, en 23 de ellos se tuvo que continuar con el
monitoreo de los niveles plasmaticos mas alla de las 48 horas pos tratamiento como consecuencia
de no lograr las concentraciones de MTX esperadas para ese tiempo pos infusién. Se procesaron
entonces muestras correspondientes a hora 66 (38), a hora 72 (21), a hora 88-90 (5), a la hora 96
(7) e incluso en dos oportunidades hasta hora 164 y 192 pos infusion.

Desde el inicio del servicio de MTD de MTX y actualmente, el monitoreo de la
concentraciones plasmaticas de MTX se suspende por solicitud de los médicos tratantes, con
quienes se mantiene un comunicacion fluida desde el arribo de la muestras al laboratorio hasta el

informe de los resultados obtenidos en cada etapa.

4.5. CONCLUSIONES

La metodologia AQbD retrospectiva se aplico exitosamente a la actualizacion de un método
bioanalitico para la determinacion de los niveles plasmaticos de MTX en pacientes pediatricos y
adultos que presentan diferentes patologias oncoldgicas.

El uso de las diferentes herramientas de AQbD facilitd el ordenamiento de la informacion
historica del método y permiti6 sintetizar el conocimiento adquirido para introducir mejoras en el
procedimiento, objeto de actualizacion.

Las mejoras incorporadas resultaron en una reduccion de la concentracion salina de la fase
movil; la redefinicion del rango de calibracién que permitié simplificar el procesamiento de las
muestras de plasma remitidas al laboratorio, la incorporacion de una estrategia de control de los
parametros criticos del método gestionados a través de una evaluacion de riesgos y la verificacion
de la robustez del método mediante la definicion del MODR vy el espacio de control.

En concordancia con estas mejoras se recalifico el método, el que demostrd no solo el
cumplimiento de los requerimientos internacionales para métodos bioanaliticos, sino también el
alcance de los criterios de calidad preestablecidos en el ATP. Ademas, la nueva informacion

generada en relacion al comportamiento de las variables del método, permitié la construccion de
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las cartas control para los parametros de desempefio (bias% y CV) con las que se realiza
actualmente el monitoreo continuo de la aptitud del sistema cromatografico en cada corrida
analitica.

Se logré entonces simplificar y mejorar el desempefio de un método analitico vigente
generando un conocimiento profundo sobre su funcionamiento y de esta manera garantizar la
calidad de los resultados informados por el servicio de MTD del LCCM-FBCB-UNL, que se

encuentra a disposicion del sistema de salud local y alrededores.
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VI. CONCLUSIONES

El presente trabajo de tesis abordo diferentes areas tematicas con el objetivo de contribuir
al desarrollo del bioanalisis en general y al MTD en particular, utilizando instrumentacién de

mediana complejidad y herramientas de AQbD.

El estudio detallado de todo lo relacionado a las propiedades fisicoquimicas,
farmacocinéticas y farmacodinamicas, como asi también a los diferentes esquemas de
administracion y dosificacion de los distintos farmacos evaluados en la presente tesis (etambutol,
isoniacida, pirazinamida, meropenem, ceftazidima, piperacilina y metotrexato) permitié adquirir un
valioso conocimiento sobre las diferentes problematicas presentadas por las farmacoterapias

abordadas.

La CLAR-UV-Vis, como técnica analitica, y el empleo de nuevas fases estacionarias con
tecnologia de particulas altamente eficientes, demostraron ser de gran utilidad para el
cumplimiento de los atributos de calidad preestablecidos para los diferentes métodos propuestos.
Ademas, y en concordancia con la tecnologia seleccionada, los procedimientos de pre-tratamiento
de las muestras de plasma, como la precipitacion de proteinas y la extraccion liquido-liquido,
resultaron sencillos y aptos para lograr los requerimientos de calidad propuestos. Con esto se puso
de manifiesto que no fue necesario llevar a cabo pre-tratamientos de muestra complejos y/o la
utilizacién de equipamiento sofisticado, estrategias que se defienden habitualmente en la literatura

cientifica para el abordaje de problemas analiticos similares a los aqui presentados.

La incorporacion de los conceptos y herramientas que brindan la metodologia AQbD y la
gestion del ciclo vida facilitaron en gran medida el disefio, la implementacién e incluso la
actualizacion de métodos bioanaliticos para MTD. Estas estrategias demostraron concretamente
ser de suma utilidad para el logro de selectividad y sensibilidad analitica en escenarios sumamente
complejos, tales como la determinacién de bajas concentraciones de farmacos en muestras de

plasma de pacientes polimedicados.

Se demostr6 que los requerimientos de calidad internacionalmente consensuados para un
bioanalisis destinado al MTD, se pueden plasmar en la definicion del ATP del método resultando
esto beneficioso, tanto como punto de partida para el desarrollo de los nuevos métodos

bioanaliticos, como para la actualizacion de métodos en uso.

En este contexto, se destacaron los valiosos aportes de la gestion de riesgos, los disefios

experimentales, la metodologia de superficie de respuesta y la funcion deseabilidad de Derringer,
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para descubrir los CMPs y encontrar las condiciones operativas que garanticen un adecuado

desempefio de los CMAs.

La definicion del MODR, el punto de trabajo y el espacio de control permitieron encontrar
condiciones operativas robustas y generar estrategias de control para los métodos propuestos, de
manera de garantizar la obtencion de resultados altamente confiables durante el uso rutinario de

los mismos.

Se demostré también que, mediante la aplicacion de la metodologia AQbD, la calidad del
método bioanalitico se logra desde las primeras etapas de su desarrollo, arribando a la etapa de
validacion con un valioso conocimiento sobre el funcionamiento del método, por lo que esta ultima

evaluacion formal se realiza de manera sencilla y sin riesgo de obtener resultados no satisfactorios.

Es asi que, abordando problemaéticas relacionadas a terapias farmacolégicas actuales, se
logrd generar una plataforma bioanalitica de calidad basada en el disefio, destinada a la
determinacion de las concentraciones plasmaticas de antibidticos betalactamicos,
tuberculostaticos y metotrexato para llevar a cabo estudios de farmacocinética poblacional y MTD.
Actualmente, esta plataforma se encuentra disponible en el LCCM-FBCB-UNL y resulta en un gran

aporte para la comunidad médica de la ciudad de Santa Fe y alrededores.
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