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RESUMEN

El uso de antibidticos en pediatria representa un reto para el personal médico, pues
la variabilidad fisiolégica asociada al crecimiento y las limitaciones para obtener
informacion farmacocinética dificultan llegar a un consenso en la dosificacion. La
monitorizaciéon de antibidticos es una estrategia (til para alcanzar objetivos
farmacocinéticos/farmacodinamicos que aseguren el éxito terapéutico. En este
trabajo se desarroll6é y validd un método por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas para cuantificar ocho antibiéticos en plasma y se
monitorizaron pacientes pediatricos del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones
Prieto” para evaluar el cumplimiento de objetivos
farmacocinéticos/farmacodinamicos. Los resultados demuestran los beneficios de
la monitorizacion y representan un punto de partida para obtener informacion

farmacocinética local que permita refinar criterios de dosificacion.

Palabras clave: Antibidticos, Pediatria, Objetivos
farmacocinéticos/farmacodinamicos, Monitorizacion Terapéutica de Farmacos,

Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de Masas.
SUMMARY

Pediatric antibiotic usage poses a challenge for medical staff, as developmental
physiological variability, and limitations to obtain pharmacokinetic information make
it difficult to reach a consensus on dosing. Antibiotic therapeutic drug monitoring is
a useful strategy to reach pharmacokinetic/pharmacodynamic targets and ensure
therapeutic success. In this study a liquid chromatography coupled to mass
spectrometry method was developed and validated to quantify eight antibiotics on
plasma and pediatric patients from “Dr. Ignacio Morones Prieto” Central Hospital
were monitored to assess PK/PD target attainment. Results showcase the benefits
of therapeutic drug monitoring and represent a starting point to obtain local

pharmacokinetic information to further refine dosing criteria.

Keywords: Antibiotics, Pediatrics, PK/PD Targets, Therapeutic Drug Monitoring,

Liquid Chromarography coupled to Mass Spectrometry.
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1. Introduccién

Las enfermedades infecciosas han representado un problema de salud importante
a lo largo de la historia y el surgimiento de los antibioticos ha permitido combatir
estas enfermedades y disminuir su mortalidad, particularmente en poblacion infantil.
Estas enfermedades continlan siendo relevantes a pesar de los avances en el
tratamiento y, dentro de la poblacién infantil, hay subpoblaciones vulnerables
especialmente susceptibles a infecciones, incluyendo pacientes con fibrosis
quistica, VIH, enfermedades oncolégicas, en tratamiento con inmunosupresores,
entre otros. (1,2) Estas infecciones, tanto las adquiridas en la comunidad como las
derivadas de la atencién hospitalaria, pueden conducir a complicaciones médicas
severas, prolongando los tiempos de hospitalizacion y potencialmente poniendo en
riesgo la vida de los pacientes. (1,3,4) Por lo anterior, los antibiéticos son de los
farmacos mas prescritos y su uso se extiende a pacientes de todas las edades. Los
pacientes pediatricos engloban una poblacion heterogénea que se puede dividir en
subpoblaciones de acuerdo con la edad. Dadas las dificultades de realizar ensayos
clinicos y estudios farmacocinéticos en pediatria, el uso y dosificacion de
medicamentos en pediatria comienza extrapolando informacion farmacocinética de
estudios realizados en adultos durante el proceso de aprobacion y, posteriormente,
de estudios mas especializados que se realizan después de gue los medicamentos
entran al mercado. Aun cuando se realizan estudios farmacocinéticos en
subpoblaciones pediatricas, los resultados pueden variar entre distintas regiones
geograficas y centros de salud. Debido a esto, estrategias de dosificacion
personalizada como la monitorizacion terapéutica de farmacos, pueden ser Utiles
para asegurar que se alcancen objetivos terapéuticos y evitar efectos adversos
asociados a sobredosificacion. En este trabajo, se implementé un programa de
monitorizacion de antibidticos, desde el desarrollo de un método analitico para
cuantificar antibiéticos en plasma, hasta una evaluacion a escala piloto donde se
exploraron los beneficios que esta practica clinica puede proporcionar a pacientes

pediatricos hospitalizados a nivel local.
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2. Antecedentes

2.1. Uso de antibi6ticos en pediatria

Los antibiéticos son uno de los grupos de farmacos de uso mas frecuente en
pediatria. Se ha reportado que entre el 25 y 40% de los pacientes pediatricos
hospitalizados reciben tratamiento antimicrobiano durante su estancia hospitalaria.
(5,6) La cantidad de antibiéticos disponibles para el tratamiento de infecciones es
muy amplia y la seleccion de un agente antimicrobiano depende de si se conoce el
agente causal, del sitio de la infeccion, de patrones de resistencia observados

localmente y del estado de salud del paciente. (7)

A pesar del frecuente uso de antibiéticos en el ambiente pediatrico, es complicado
establecer los criterios de dosificacion en esta poblacién antes de su aprobacién
debido a las dificultades para realizar estudios farmacocinéticos en un gran nimero
de pacientes menores de edad (8,9):

e Al existir distintas subpoblaciones pediatricas, es necesario estratificar por
grupos de edad, lo que incrementa el nUmero de pacientes requeridos para
realizar los estudios.

e Elvolumeny nimero de muestras de sangre esté limitado, especialmente en
estratos de menor edad.

e Puede haber dificultad para que los pacientes y sus familiares accedan a
participar en estudios farmacocinéticos, por la invasividad que representa la

toma de mdltiples muestras de sangre.

Debido a estos retos, la dosificacion inicial de medicamentos en poblacién infantil
se extrapola a partir de los datos disponibles en adultos y constituye un uso off label,
es decir, como una extension de los usos para los que un medicamento fue
aprobado, con base en la evidencia cientifica disponible. (8) Los esquemas de
dosificacion en pediatria suelen refinarse a través de estudios farmacocinéticos
después de la aprobacion. Sin embargo, esta reportado que aun falta evidencia para

establecer regimenes de dosificacion en pediatria que se puedan generalizar a nivel

12



global, existiendo una alta variabilidad entre centros de salud de distintos paises. Lo
anterior es un problema importante que enfrenta el personal de salud especializado

y crea la necesidad de validar las dosis entre poblaciones. (7,10,11)

2.2. Cambios fisiolégicos que modifican la farmacocinética en pacientes
pediatricos

La variabilidad farmacocinética se debe a caracteristicas propias de cada paciente,
tales como la edad, sexo, peso, factores genéticos, factores ambientales, asi como
los estados patoldgicos y la situacion clinica. En pediatria, la farmacocinética esta
ademas influenciada por los cambios fisiolégicos asociados con el crecimiento y
maduracién de érganos y sistemas que modifican directamente los mecanismos de
absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacién (ADME) del farmaco. Algunos de
los aspectos fisioldgicos relevantes para la farmacocinética que cambian con la

edad son:

La superficie de absorcion en el tracto gastrointestinal (relativa al tamafio

corporal) y el pH gastrico.
e El porcentaje de agua corporal y tejido adiposo.

e La concentracion de proteinas plasmaticas.

e El grado de expresion y actividad de las enzimas del metabolismo de primera

y segunda fase.

e La tasa de filtracion glomerular, reabsorcion y secrecion tubular.

Los cambios en estos aspectos fisiolégicos son mas marcados durante los primeros
dos afios de vida. Sin embargo, cada parametro fisiolégico alcanza la madurez en
distintas edades a lo largo de la nifiez, algunos (como la actividad de algunas
enzimas del citocromo P-450) hasta la adolescencia. Basandose en estas
diferencias de edad, es importante distinguir entre subpoblaciones pediatricas:
neonatos, neonatos prematuros, lactantes (menores a dos afos), escolares

(menores a 12 afios) y adolescentes (menores a 18 afios). (8,10)

Ademéas de las diferencias farmacocinéticas entre subpoblaciones pediatricas,

algunas condiciones patoldgicas de pacientes en estado critico (p. ej. dafio renal,
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aclaramiento renal aumentado, trastornos &cido-base, hipoproteinemia, etc.)

pueden alterar los procesos ADME.

2.3. Optimizacién de los esquemas de dosificacién de farmacos en pediatria
Dada la alta variabilidad farmacocinética entre subpoblaciones pediatricas, existen
varias estrategias para establecer los esquemas de dosificacion en estas

poblaciones.

2.3.1. Escalamiento alométrico

La alometria estudia la variacion entre las dimensiones anatémicas y fisiolégicas de
los seres vivos y su correlacién. El escalamiento alométrico del volumen de
distribucion y el aclaramiento es la manera mas sencilla de extrapolar estos
parametros farmacocinéticos de adultos a poblacion pediatrica. En estos modelos,
se asume una relacion directa entre parametros antropomeétricos y los parametros
farmacocinéticos. Tipicamente se considera que el volumen de distribucién sigue
una relacion lineal directa con el peso corporal, por lo que se relaciona con el
volumen de un adulto promedio (70 kg) elevando a un exponente alométrico de 1,

Peso

1
o ka kg) . En contraste, el aclaramiento renal se

con la forma: vy pediatrico = Va aduito (

relaciona con el peso corporal elevando a un exponente de 0.75 (CLyegistrico =

0.75
P P ;- ..
CLgduito (ﬁ) ). Este enfoque es practico, unicamente requiriendo conocer el

peso del paciente para establecer esquemas de dosificacion. Sin embargo, no se
consideran los cambios fisiolégicos en todo el rango de edades de los pacientes
pediatricos ni las vias de eliminacidon de cada farmaco en particular (adicionales a
la excrecion renal). Debido a esto, no siempre son los mas adecuados para predecir
el comportamiento de farmacos en poblaciones distintas a las estudiadas

inicialmente. (10,12)

2.3.2. Modelos farmacocinéticos basados en fisiologia (PB/PK)

Los modelos PB/PK constituyen un enfoque mecanistico in silico que considera
todos los factores posibles que pueden influir en la disposicion del farmaco por el
organismo, tales como las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco (tamafio

molecular, solubilidad, propiedades acido-base), forma farmacéutica, vias de

14



administracion, tamafio y maduraciéon de 6rganos, flujo sanguineo, concentracion
de proteinas en plasma y tejidos, actividad de enzimas y transportadores,
permeabilidad de membranas, etc. Estas simulaciones basadas en conocimiento
actual de la fisiologia permiten simular el comportamiento farmacocinético y
farmacodinamico tanto en plasma como tejidos diana, incorporando los cambios
gue ocurren con la edad desde el momento del nacimiento -e incluso aquellos
cambios fisiolégicos derivados de patologias particulares- a los modelos
matematicos. Estos modelos son particularmente (tiles para predecir el
comportamiento que se encontrara al extrapolar el uso de medicamentos a distintas

poblaciones antes de realizar estudios farmacocinéticos. (13,14)

2.3.3. Modelos de farmacocinética poblacional

Los modelos farmacocinéticos poblacionales proporcionan una guia inicial para
establecer regimenes de dosificacién en poblaciones especiales. Estos describen
el comportamiento medio en poblaciones especificas con informacién
farmacocinética real. También pueden incorporar principios de fisiologia y alometria
al encontrarse correlacion entre los parametros farmacocinéticos y covariables que
representen de manera directa o indirecta la fisiologia, tales como peso, edad, sexo,
medicacién concomitante, comorbilidades, marcadores de funcion hepética y renal,
etc. Los modelos pediatricos en particular suelen realizarse en subpoblaciones
pediatricas muy particulares (ej, solo en neonatos, lactantes, escolares, etc), o bien
incluir la edad como una de las principales covariables que describen el
comportamiento farmacocinético. A pesar de los retos asociados a la realizacion de
estos modelos, descritos anteriormente, constituyen una de las herramientas mas
precisas para disefiar esquemas de dosificacion en poblaciones pediatricas, incluso
con enfermedades especificas (neoplasias hematoldgicas, fibrosis quistica,

apendicitis, tuberculosis, etc.).

2.3.4. Monitorizacién terapéutica de fAarmacos

La monitorizacion terapéutica de farmacos es una practica clinica rutinaria en la cual
se miden concentraciones plasmaticas de farmacos administrados en un nimero

limitado de muestras sanguineas (una o dos), para conocer si se estan alcanzando
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concentraciones dentro del margen terapéutico. La monitorizacion de farmacos
integra principios de farmacocinética poblacional, caracteristicas del paciente y las
concentraciones plasméticas obtenidas. Este enfoque permite una farmacoterapia
personalizada, dado que incorpora informacion farmacocinética de cada paciente
de manera individual. (15,16)

Mediante esta estrategia, es posible la estimacion de los parametros
farmacocinéticos individuales sin un perfil completo de concentraciones realizando
un ajuste bayesiano. Este ajuste consiste en una estimacion inicial (a priori), donde
se utilizan pardmetros medios de modelos poblacionales y las covariables de cada
paciente (peso, edad, creatinina sérica, etc.). Posteriormente, al tener una
concentracion plasmatica, los parametros farmacocinéticos son recalculados,
obteniéndose estimaciones individuales a posteriori, con las cuales se puede
evaluar si las concentraciones se encuentran dentro del rango terapéutico en un
paciente en particular y simular los perfiles farmacocinéticos que resultarian de

cambios en el esquema de dosificacidon en caso de ser necesario.
2.4. Monitorizacion terapéutica de antibidticos

2.4.1. Objetivos farmacoterapéuticos de los antibiéticos

La posibilidad de ajustar de manera individual la dosis de diferentes farmacos
antimicrobianos a partir de la determinacion de sus concentraciones en plasma o
suero ha constituido uno de los avances importantes en el tratamiento de
infecciones graves.

Inicialmente, el objetivo de monitorizar las concentraciones plasméticas de
antibiéticos era evitar efectos toxicos por sobredosificacion o ineficacia por
infradosificacién. Tradicionalmente, los antibioticos que se han monitorizado en la
practica clinica son el farmaco H (un glicopéptido) y aminoglucosidos (amikacina,
gentamicina, tobramicina), pues presentan un margen terapéutico estrecho, con
efectos nefro- y ototdxicos. Actualmente se estd debatiendo la importancia de
monitorizar otros grupos de antimicrobianos (como B-lactamicos, antifungicos, etc.)
y se han propuesto diferentes objetivos farmacocinéticos/farmacodinamicos

(PK/PD) en lugar de margenes terapeéuticos tradicionales, con la finalidad de
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prevenir la multirresistencia en infecciones intrahospitalarias y ambulatorias. (6)
Estos parametros PK/PD se calculan a partir de las concentraciones plasmaticas de
los antimicrobianos y la concentraciébn minima inhibitoria (CMI) del microorganismo
patdgeno. La efectividad de cada antimicrobiano o grupo de antimicrobianos se
asocia con alguno de los siguientes indices PK/PD:

e Cociente de area bajo la curva de concentracién plasmatica de farmaco
contra tiempo sobre concentracion minima inhibitoria (AUC/CMI)
(fluoroquinolonas, macrélidos, tetraciclinas, glicopéptidos).

e Cociente de concentracibn plasméatica maxima de farmaco sobre
concentracion minima inhibitoria (Cmax/CMI) (aminoglucdsidos).

e Porcentaje del intervalo de dosificacién en el que las concentraciones de
farmaco libre en plasma se mantienen por encima de la concentracion
minima inhibitoria (fT > CMI) (B-lactamicos, lincosamidas).

La relacion entre los parametros PK/PD vy la eficacia antimicrobiana depende de la
disposicion del farmaco, el microorganismo y la localizaciéon de la infeccion.
(5,10,11,17,18)

2.4.2. Métodos de andlisis empleados para la monitorizacién de antibiéticos

Las técnicas comunmente utilizadas para determinar las concentraciones de
farmacos se basan en inmunoensayos o métodos cromatograficos.

Los métodos inmunolégicos mas comunes son radioinmunoensayos, ensayos
inmunoenzimaticos, ensayos inmunoadsortivos acoplados a enzimas (ELISA) o
ensayos de polarizacion fluorescente. Los inmunoensayos ofrecen la ventaja de ser
rapidos, de bajo costo y alta sensibilidad, aunque es facil que compuestos
enddgenos o metabolitos de los farmacos presenten reacciones cruzadas con los
anticuerpos e interfieran con la cuantificacion. (15)

Los ensayos cromatograficos, tales como la cromatografia liquida de alta resolucion
con detectores de espectroscopia ultravioleta ultravioleta-visible o de fluorescencia
(HPLC-UV/FLUO), son ampliamente utilizados en estudios farmacocinéticos,
aungue su uso para la monitorizacioén rutinaria se puede ver limitado por los grandes
volimenes de muestra requeridos, procesamiento complejo de muestras y un largo

tiempo de ejecucion. (19) Sin embargo, los métodos cromatograficos han
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evolucionado en afios recientes y una alternativa para resolver estas desventajas,
son los métodos de cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién acoplados a
espectrometria de masas en tandem (UPLC-MS/MS) para medir diferentes
antibioticos en suero o plasma. La alta sensibilidad de estos métodos de andlisis
facilita el uso de volumenes pequefios de muestra (<100 pL de plasma o suero
sanguineo) y la especificidad de la deteccion por espectrometria de masas en
tandem permite la cuantificacién de mdaltiples farmacos simultdneamente a partir de
una sola muestra, hecho que es particularmente ventajoso para pacientes
polimedicados. (20-22) Ademas de las ventajas para el andlisis cuantitativo de
farmacos en matrices biolégicas convencionales como plasma o suero sanguineo,
la creciente accesibilidad de estas técnicas analiticas altamente sensibles y
especificas ha facilitado la cuantificacion de farmacos en matrices bioldgicas
obtenidas mediante técnicas de micromuestreo menos invasivas que la puncién
venosa tradicional, tales como: saliva, sudor, orina, cabello o sangre capilar
recolectada en dispositivos capilares (micromuestreo absortivo volumétrico) o
tarjetas de papel filtro (gotas de sangre seca). (16) Estos tipos de micromuestreo
poco invasivos facilitan la monitorizacion de farmacos y pueden ser una buena
alternativa para facilitar la monitorizacién y estudios farmacocinéticos en poblacién

pediatrica.
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3. Justificacion
El monitoreo terapéutico de farmacos contribuye de manera importante al uso
racional de medicamentos. La optimizacion personalizada de los esquemas de
dosificacion puede ayudar a lograr los objetivos terapéuticos, disminuir la
probabilidad de presentar efectos adversos y reducir los tiempos de hospitalizacion.
Los pacientes pediatricos, especialmente aquellos en estado critico, se pueden
beneficiar de la monitorizacion de antimicrobianos dada la situacion de
vulnerabilidad en que se encuentran y a la alta variabilidad farmacocinética entre
subpoblaciones pediatricas. Ademas de prevenir la aparicién de efectos adversos,
la monitorizacion de estos farmacos puede asegurar que se logren objetivos PK/PD

gue eviten el surgimiento de microorganismos resistentes a antimicrobianos.

A pesar de que se ha demostrado ampliamente la importancia de esta practica,
México presenta un considerable atraso en la implementacibn de unidades
especializadas en la monitorizacion de farmacos y en la interpretacion
farmacocinética de las concentraciones de farmacos en fluidos biologicos. En este
contexto, es evidente la necesidad de establecer protocolos de monitorizacion que
proporcionen informacién suficiente para la optimizacion de la terapia con un
namero limitado de muestras de sangre, asi como desarrollar técnicas analiticas
gue requieran volumenes de muestra pequefios. En este trabajo, se estandariz6 e
implement6 un método de UPLC-MS/MS para la cuantificacion simultanea en
plasma de ocho antimicrobianos comunmente utilizados en pediatria (farmaco A,

farmaco C, farmaco D, farmaco E, farmaco F, farmaco G y farmaco H).

El establecimiento de estrategias de muestreo y analisis de este tipo permitiran
superar algunos de los retos asociados a la monitorizacion de farmacos en
poblacion pediatrica. Ademas de la optimizacion farmacoterapéutica individual, los
datos farmacocinéticos obtenidos podran representar un punto de partida para
desarrollar modelos poblacionales y validar criterios de dosificacion de
antimicrobianos en pacientes del servicio de Pediatria del Hospital Central “Dr.

Ignacio Morones Prieto”.
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4. Hipotesis
Mediante la implementacibn de un programa piloto para la monitorizacion
antibiéticos en pacientes de pediatria, se lograra optimizar la terapia antimicrobiana
en este grupo de pacientes de manera individual y se evidenciaran los beneficios
de la monitorizacién de estos farmacos para este grupo de pacientes en el Hospital

Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

5. Objetivo General
Implementar un protocolo de monitorizacion farmacocinética para diferentes

antibiéticos en pacientes pediatricos.

6. Objetivos Especificos

e Estandarizar y validar un método para la cuantificacion de farmaco A,
farmaco B, farmaco C, farmaco D, farmaco E, farmaco F, farmaco G y
farmaco H en plasma sanguineo por UPLC-MS/MS.

e Desarrollar un protocolo de muestreo para la monitorizacién farmacocinética
para cada uno de estos antibidticos en pacientes de pediatria, con base en
estudios farmacocinéticos previos.

e Cuantificar e interpretar las concentraciones plasmaticas de los diferentes
antibioticos en pacientes de pediatria del Hospital Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” de acuerdo con los objetivos PK/PD definidos para cada
antibidtico.

e Con base en los resultados obtenidos, determinar la necesidad y los
beneficios de la monitorizacion de antibioticos en el servicio de pediatria del

hospital.
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7. Metodologia

7.1. Desarrollo del método analitico para la cuantificacién de antibiéticos en

plasma sanguineo mediante UPLC-MS/MS

7.1.1. Materiales y equipo

Se adquirieron materiales de referencia certificados de Sigma-Aldrich:

e Féarmaco A trihidratado.

e Hidrocloruro de Farmaco B.
e Farmaco C.

e Féarmaco D.

e Farmaco E.

e Farmaco F.

e Hidrocloruro de Farmaco H.

e Farmaco G sodico, estandar analitico.
Los disolventes utilizados en el sistema cromatogréfico fueron:

- Agua desionizada.
- Acetonitrilo grado espectrometria de masas.

- Acido formico 98%.

Todos los disolventes fueron filtrados a través de membranas de nylon con poro de
0.2 um de didmetro antes de ser colocados en los reservorios del sistema de

bombeo.
Para la preparaciéon de soluciones stock se utilizo:

e Agua grado HPLC.
e Acetonitrilo grado HPLC.
e Metanol grado HPLC.

Para preparar soluciones en matriz biolégica, se utilizé plasma blanco (libre de

farmacos) anticoagulado con soluciéon CPD (citrato-fosfato-dextrosa).
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Para la estandarizacion y validacion del método cromatografico, se utiliz6 un
sistema Waters Acquity UPLC Clase H con un sistema de bombeo cuaternario
(Quaternary Solvent Manager) y un autoinyector de muestras (FTN Sample
Manager), acoplado a un espectrometro de masas en tandem (Xevo TQD). El
sistema fue operado con el software MassLynx v.4.1. Para la preparacion de

soluciones stock, los reactivos fueron pesados en una balanza analitica.

7.1.2. Estandarizacién de técnica cromatogréafica

e 7.1.2.1. Preparacion de soluciones stock

Para preparar soluciones stock, se peso el equivalente a 1 mg de cada antibiotico
base considerando sus pesos moleculares y la pureza de los estandares. Los
reactivos pesados fueron disueltos en un volumen de disolvente apropiado de
acuerdo con sus solubilidades. Posteriormente estos fueron Illevados a
concentraciones de 1 mg/mL, aforando en matraces volumétricos de 1 mL con agua
grado HPLC (para la estandarizacion de las condiciones cromatogréaficas) o plasma
(para establecer el método de extraccion de matriz bioldgica y para la validacion
analitica). Las soluciones preparadas se separaron en alicuotas y, aquellas que no

se utilizaron al momento de prepararse, se almacenaron a -80 °C.

e 7.1.2.2. Preparacion de curva de calibracion y controles de calidad para la

cuantificacion de antibioticos

Para preparar los estandares de la curva de calibracion y los controles, se prepar6
una mezcla de trabajo a partir de las soluciones stock 1 mg/mL en plasma. La
mezcla de trabajo en plasma contenia a los farmacos A, C, D, E, F, Gy H 50 pg/mL,
asi como farmaco B 20 pg/mL.

Se prepararon por separado dos mezclas de trabajo, una para elaborar la curva de
calibracion y otra para muestras control de concentracion baja, media y alta (MCB,

MCM y MCA). La curva de calibracion se preparé con 8 concentraciones.
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e 7.1.2.3. Condiciones de deteccion por espectrometria de masas

Se establecieron las condiciones optimas de ionizacion por electrospray de cada
antibiético en modo positivo, asi como las condiciones de fragmentacién. Se
prepararon soluciones de trabajo de 1 pg/mL de cada antibidtico en viales UPLC
por separado y en mezcla, utilizando agua como disolvente. Se trabajé con una
inyeccion combinada de fase mévil desde la columna (50% acetonitrilo y 50% acido
férmico 0.1% en agua) y las soluciones de trabajo preparadas al espectrometro de
masas. Se utilizé un flujo de fase mavil de 0.1 mL/min y un flujo de inyeccion de

solucion de trabajo de 10 pL/min.

Se seleccionaron las condiciones de desolvatacion (flujo de gas nitrégeno vy
temperatura de desolvatacion) de acuerdo con las condiciones de elucion
cromatografica y el voltaje de capilar de manera que se produjeran sefales
adecuadas en cada antibidtico. Las condiciones de ionizacion (voltaje de cono) y
fragmentacion (energia de colision) para las transiciones idnicas de cada antibidtico
fueron optimizadas automaticamente con la herramienta IntelliStart del software
MassLynx v.4.1. Las masas de los iones precursores y los fragmentos, asi como las
condiciones de ionizacién y fragmentacion, fueron ademas verificadas modificando
estos parametros manualmente hasta obtener los parametros que resultaran en una

mayor sefal.

e 7.1.2.4. Condiciones de separacion cromatografica

Para establecer las condiciones de separacion cromatografica se prepararon en
agua soluciones de trabajo de 10 pg/mL de los antibiéticos en mezcla y por
separado (para verificar que no produjeran sefial analitica en los canales de los

demas antibioticos).
Se prob6 un gradiente experimental de disolventes en tres columnas distintas:

- Waters Acquity BEH-Phenyl (2.1 x 100 mm, 1.7 um)
- Waters Acquity BEH C-18 (2.1 x 100 mm, 1.7 pum)
- Waters Acquity HSS-T3 (2.1 x 100 mm, 1.8 pm)
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Se trabajé con una elucién en gradiente con los disolventes A (acetonitrilo) y B
(acido férmico 0.1% en agua) a un flujo de 0.3 mL/min. El gradiente inicial de
disolventes se muestra en la Figura 1. Cada columna fue mantenida a una
temperatura de 35°C y el automuestreador a 10°C durante los analisis; el volumen

de inyeccién fue de 10 pL.

Después de seleccionar la columna méas adecuada para la separacion
cromatografica, el gradiente de elucion inicial fue modificado de acuerdo con los
tiempos de retencion obtenidos, la forma de los picos de cada antibiotico,

optimizando el tiempo de reacondicionamiento y reduciendo los tiempos de corrida.
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Figura 1. Gradiente experimental utilizado para comparar la separacién
cromatogréfica de los antibioticos en diferentes columnas.

%B: Proporcion de solucion acuosa de &cido formico 0.1%.

7.1.3. Método de procesamiento de muestras (plasma sanguineo)

Se realizaron diferentes pruebas para estandarizar un método sencillo de extraccién
de los antibidticos a partir de muestras plasmaticas, el cual incluyo las siguientes

consideraciones:

- Precipitacion de proteinas con acetonitrilo.
- Centrifugado de las muestras para separar las proteinas precipitadas.
- Dilucion del sobrenadante con agua. Se evaluaron diluciones desde 1:2 a 1:9

y se evalué tanto la forma de los picos y la sefial analitica.
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7.1.4. Validacion del método analitico

Una vez establecidas las condiciones cromatograficas, de espectrometria de masas

y el método de procesamiento de muestras de plasma, se procedio a la validacion

del método analitico. Las caracteristicas de desempefio del método se evaluaron

con base a los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013,

Que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento

es intercambiable. (23) Esta norma esta ademas en concordancia con la Guia para

la Industria de Validacibn de Métodos Bioanaliticos de la Food and Drug

Administration. (24) La validacion fue realizada en tres corridas independientes de

analisis, cada una efectuada en un dia distinto. Los parametros de validacion

evaluados fueron los siguientes:

Selectividad: Se analizaron seis muestras de plasma blanco (libres de los
antibioticos en estudio) para demostrar que no existen interferencias de
compuestos enddgenos. Respuestas analiticas (areas) cercanas a los
tiempos de retencién de los antibiéticos deben ser menores al 20% de la
respuesta del limite inferior de cuantificacién (LIC).

Linealidad: Cada corrida de analisis se prepararon soluciones stock en
plasma, asi como mezcla de trabajo y una curva de calibracion, construida al
menos seis concentraciones y un blanco de plasma. Cada punto de la curva
de calibracién fue procesado por triplicado. Se construyeron las curvas de
calibracion de todos los antibioticos con un modelo lineal y ponderacion 1/x.
Las concentraciones recuperadas de los calibradores deben encontrarse
entre = 15% de su concentracién nominal (x 20% para el LIC). Esto ultimo
debe cumplirse para al menos un 75% de los puntos de la curva de
calibracion.

Limites de deteccion y cuantificacion: Tomando la sefial analitica promedio

de seis blancos de matriz y las pendientes de las curvas de calibracion, se
calculé el limite de deteccion (LD) y el limite de cuantificacién (LC) con las

siguientes ecuaciones:
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Ecuacion 1

_ Senal promedio del blanco + 3 * Desviaciones estandar

Pendiente de la curva de calibracion

Ecuacion 2

__ Sefial promedio del blanco + 10 * Desviaciones estandar

Pendiente de la curva de calibracion

Efecto de matriz: Se analizaron seis MCB y MCA preparadas en solucién

acuosa, asi como en plasma blanco procesado (adicion post-extraccion).
Para cada nivel de concentracion, se calcul6 el factor matriz con la Ecuacién
3. El coeficiente de variacion de las réplicas del factor matriz debe ser menor
a 15%.

Ecuacidon 3. Célculo del factor matriz.

Respuesta del analito en matriz procesada

Factor Matriz = - —
Respuesta del analito en solucién acuosa

Efecto de acarreo: Se inyecto un blanco de plasma antes del limite superior

de cuantificacion (LSC). Después, se inyectaron tres blancos de plasma. La
respuesta analitica de estos blancos debe ser menor al 20% de la respuesta
promedio del LIC.

Precision y exactitud: En cada corrida de andlisis se prepararon MCM, MCB

y MCA. Las muestras control, asi como el LIC, fueron procesados por
quintuplicado. La exactitud fue evaluada con el porcentaje de desviacion de
la concentracién recuperada (concentracion obtenida al interpolar en la curva
de calibracién) con respecto a la concentracion nominal de cada control. La
precision fue evaluada con el coeficiente de variacion de las cinco réplicas
de cada control. Los porcentajes de desviacidon y coeficientes de variacion
deben ser menores a £ 15% (+ 20% para el LIC).

Repetibilidad: La precision y exactitud fueron evaluadas en cada corrida de

andlisis (intra-ensayo, n = 5). Adicionalmente se proceso6 por quintuplicado
una muestra control diluida (MCD), que corresponde a una mezcla de trabajo

con concentraciones mayores a los limites superiores de cuantificacion de la
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curva de calibracion. La mezcla de antibidticos concentrada fue diluida
afiadiendo 200 pL de mezcla y 800 pL de plasma blanco (factor de diluciéon
= 5) y esta mezcla diluida fue procesada por quintuplicado para evaluar
precision y exactitud.

Reproducibilidad: Se evalud la precisién y exactitud tomando los datos de

todas las corridas de analisis (inter-ensayo, n = 15).

Estabilidad en ciclos congelacién-descongelacion: Se prepararon tres juegos

de MCB, MCM y MCA, los cuales fueron sometidos a uno, dos y tres ciclos
de congelaciéon a -80 °C (condiciones en las que se almacenaron las
muestras de los pacientes hasta su analisis) y descongelacion. Se dejaron
las muestras en congelacion un tiempo minimo de 12 horas en cada ciclo.
Las muestras control fueron procesadas por triplicado después de su ultimo
ciclo de descongelacion.

Estabilidad en automuestreador: Las muestras control de una de las corridas

analiticas fueron reinyectadas después de 24 horas de procesarse e
introducir al automuestreador, el cual se encuentra a 10 °C.

Estabilidad a mediano plazo: Se prepard un juego de muestras control y se

almacen6 a -80 °C inmediatamente después de prepararse. Este fue
descongelado y procesado por triplicado después de 60 dias.

Efectos de distintos anticoagulantes y muestra lipémica y hemolizada. Se

procesaron blancos y MCB y MCA preparados en plasma obtenido con &cido
etilendiaminotetraacético bipotasico (K:EDTA) y heparina de litio. Para

analizar matriz lipémica y hemolizada se procesaron blancos y MCM.
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7.2. Establecimiento de protocolos de monitorizacion
Se elaboraron fichas de monitorizacion para cada antibiotico, para tener una guia
de muestreo e interpretacion de las concentraciones plasméticas obtenidas. Las

fichas contienen la siguiente informacion:

- Estructura quimica del farmaco

- Nombres comerciales

- Formas farmacéuticas

- Vias de administracion

- Indicaciones terapéuticas

- Mecanismo de accion

- Farmacocinética

- Factores fisiopatologicos que alteran la farmacocinética
- Parametros farmacocinéticos basicos

- Alteraciones de los parametros farmacocinéticos

- Interacciones medicamentosas de importancia clinica
- Margen terapéutico

- Tiempos de muestreo

- Interpretacion de niveles plasmaticos

- Modelos poblacionales de referencia

Considerando la informacion recopilada en las fichas de monitorizacion, los
objetivos PK/PD y las concentraciones esperadas, se establecieron los tiempos de
muestreo éptimos para cada antibidtico. Dado el muestreo limitado en pediatria,
estos tiempos se disefiaron para evaluar el cumplimiento de objetivos terapéuticos
con una sola muestra y una segunda muestra permitiria una estimacién mas precisa

de los parametros PK.
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7.3. Diseio del estudio clinico

7.3.1. Lugar de realizacién del estudio

El trabajo fue realizado en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosi, en colaboracion con el servicio de Pediatria del

Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”.

El estudio realizado fue de tipo observacional, de caracter prospectivo, analitico y

transversal.

7.3.2. Universo de estudio

Pacientes pediatricos mayores a 2 afios de edad, en tratamiento con uno o varios
de los siguientes farmacos: farmaco A, farmaco B, farmaco C, farmaco D, farmaco

E, farmaco F, farmaco G y/o farmaco H.

7.3.3. Criterios de seleccidon de pacientes

e Criterios de inclusion:

o Pacientes de entre 2 y 18 afios de edad.

o Tratamiento con uno o varios de los siguientes farmacos
antimicrobianos: farmaco A, farmaco B, farmaco C, farmaco D,
farmaco E, farmaco F, farmaco G, farmaco H.

o Consentimiento de padres o tutores para participar en el
estudio, asi como el asentimiento de pacientes mayores a 12
anos de edad.

e Criterios de eliminacion

o Limitaciones técnicas para la obtencion y/o procesamiento de

las muestras sanguineas.

o Retiro voluntario del estudio.
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7.3.4. Variables de estudio

Tabla 1. Variables que se registraron en el estudio.

Variables dependientes
. Definicion Valores . Tipo de
Variable . . Unidades p_
operacional posibles variable
Medicion de las
concentraciones
L, 0.2 a 300 o
Concentracion en plasma . Cuantitativa,
e . (dependiendo pg/mL .
plasmética sanguineo del farmaco) continua.
mediante UPLC-
MS/MS.
Variables independientes
Variable Deflnlplon Valpres Unidades Tlp_o de
operacional posibles variable
Informacion
Dosis de farmaco obtenida a partir 50a 4900 Cuantitativa,
S de expediente (dependiendo mg )
administrada iy . . continua
clinico y hoja de del farmaco)
indicaciones.
Tiempo
transcurrido entre
. .. L 0.5a48 o
Tiempo de la administracion . Cuantitativa,
. (dependiendo horas :
muestreo del farmaco y la , continua
del farmaco)
toma de muestra
sanguinea.
Variables de Control
. Definicion Valores . Tipo de
Variable ) ) Unidades p_
operacional posibles variable
Informacion
L obtenida a partir | Nombre de los L
Medicacién . P , Cualitativa,
. de expediente farmacos NA .
concomitante L . o nominal
clinicoy hojade | administrados
indicaciones.
Fenotipo que
distingue al ser Masculino Cualitativa,
Sexo . NA ;
humano entre Femenino nominal
hombre y mujer.
Tiempo desde la
fecha de o
Edad nacimiento hasta 2al7 afos Cuqntltatlva,
) ., discreta
la inclusién en el
estudio.
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Representa la

Peso masa total del 10-120 kg Cuantitativa,
cuerpo. continua
Medicion de la Cuantitativa
Talla longitud del 40 a 200 cm ) '
cuerpo. continua
indice del peso
indice de Masa de una persona > 15 kg/m? Cuantitativa,
Corporal en relacion con B continua
su altura.
. - Biomarcador de Cuantitativa,
Creatinina sérica la funcion renal. 0.2a20 mg/dL continua
Calculado a partir
Aclaramiento de de la creatinina 15 a 200 mL/min/ Cuantitativa,
creatinina sérica (formula de 1.73 m? continua
Schwartz).
Proteina
Hemoglobina intraeritrocitaria 10 2 18 mg/dL Cuanti_tativa,
transportadora de continua
oxigeno.
Proporcion del
volumen de los Cuantitativa
Hematocrito eritrocitos en el 30ab5 % viv continua '
volumen total de
sangre.
Células
Eritrocitos sanguineas 3.5a6 M/uL Cuanti_tativa,
transportadoras continua
de oxigeno.
Células del
Leucocitos inr:lijsrfglnggico 0az20 K/uL Cuantitativa,
circulantes en continua
sangre periférica.
Células
Plaquetas implicad_a,s enla 50 a 450 K/uL Cuanti_tativa,
coagulacion de la continua
sangre.
Proteina mas
AlbGmina abundante en 25255 gldL Cuanti_tativa,
plasma continua
sanguineo.
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7.3.5. Muestreo

El estudio se realiz6 a escala piloto, monitorizando a pacientes pediatricos bajo

tratamiento antimicrobiano durante el periodo de marzo a junio de 2022, mediante

un muestreo no probabilistico consecutivo por conveniencia.

7.3.6. Aspectos éticos

La participacion de los pacientes consistié en donar una o dos muestras de
sangre venosa periférica, lo cual constituye una investigacion con riesgo
minimo de acuerdo con el Articulo 17 del Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigaciones para la Salud. (25)

Se informd a los pacientes, asi como a sus padres o tutores, sobre los riesgos
y beneficios de su participacion en el estudio, asi como el manejo de los datos
obtenidos del expediente clinico y uso de los resultados del estudio.

En caso de que accedieran a participar en el estudio, se solicitd a los
responsables del menor de edad su autorizacion por escrito mediante la firma
del consentimiento informado correspondiente, ademas del asentimiento en
caso de gue el paciente fuera mayor de 12 afios de edad.

En caso de que algun participante decidiera retirarse del estudio, fue posible
revocar el consentimiento informado firmando el formato correspondiente sin
gue esto tuviera repercusiones en la atencion meédica que el paciente recibio.
El trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacion y el Comité de Etica
en Investigacion del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” asi como
el Comité de Etica en Investigacion y Docencia de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi.

32



7.4. Procedimiento de toma de muestra para la monitorizacion

Se tomaron de una a dos muestras de sangre completa en los tiempos establecidos
para cada antibiético. Las muestras fueron tomadas mediante venopuncién en la
vena basilica, cefalica o antecubital, a nivel del antebrazo o el dorso de la mano de
acuerdo con la accesibilidad de las venas. Se recolectaron al menos 500 pyL de
sangre en tubos BD Microtainer™ (o bien en tubos BD Vacutainer™ de 4 mL, de

acuerdo con la edad de los pacientes) con anticoagulante K2EDTA.

Las muestras fueron transportadas en hielera al laboratorio y centrifugadas a 11 000
rpm por 15 minutos a 4°C (3 100 rpm por 15 minutos a 4°C para tubos de 4 mL). El
plasma fue transferido a tubos eppendorf y almacenado a -80 °C hasta su analisis

durante un periodo no mayor a dos meses.

7.5. Interpretacion de resultados

La interpretacion de las concentraciones plasmaticas se bas6 en el célculo de
indices PK/PD de cada antibiotico. Para calcular estos indices es necesario estimar
los parametros farmacocinéticos individuales y conocer la concentracibn minima
inhibitoria de los microorganismos. Los objetivos PK/PD de cada antibi6tico estan

descritos en las fichas de monitorizacion.

7.5.1. Estimacion bayesiana de parametros farmacocinéticos

La estimacion de los parametros farmacocinéticos de cada paciente se realizé con
el software ABBOTTBASE Pharmacokinetics Systems (PKS) v.1.10, utilizando los
parametros medios de modelos poblacionales publicados como estimaciones a
priori. Con las concentraciones plasmaticas obtenidas, se obtuvieron los parametros

farmacocinéticos individuales a posteriori mediante ajuste bayesiano.
Los modelos de referencia se seleccionaron siguiendo los siguientes criterios:

- Similitud con las caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién de
estudio (edad, patologias especificas, etc.).
- Complejidad de los modelos matematicos, dando prioridad a modelos que

incluyan covariables faciles de obtener, fisiologicamente plausibles, y
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expresadas con funciones matematicas simples (lineales o proporcionales)
para facilitar la configuracion de éstos en PKS.

- Ajuste y concordancia de las predicciones con las concentraciones
observadas en los pacientes incluidos. Esto se evalu6 revisando el nUmero
de iteraciones necesarias para ajustar los parametros farmacocinéticos

individuales y la suma de cuadrados obtenida en las estimaciones.

7.5.2. Concentraciones minimas inhibitorias de los microorganismos

Las concentraciones minimas inhibitorias utilizadas para calcular los indices PK/PD
se tomaron de los resultados reportados por el laboratorio clinico en caso de contar
con un microorganismo aislado y pruebas de susceptibilidad antimicrobiana para
cada paciente. En caso contrario, los objetivos PK/PD se calcularon con los puntos
de corte epidemiologico (ECOFF) tomados de las distribuciones de CMI publicadas
por el Comité Europeo para las Pruebas de Susceptibilidad a Antimicrobianos (26).
Se consider6 para cada antibiético, el ECOFF del agente infeccioso probable mas
resistente, con la CMI de mayor valor, excepto para los farmacos D y H, para los

cuales se consideré una CMI de 2 mg/L y 1 mg/L, respectivamente.

7.5.3. Predicciones para ajuste de dosis

Para los pacientes cuyas concentraciones no cumplieran con los objetivos PK/PD o
gue alcanzaran concentraciones toxicas, se realizaron sugerencias de ajuste del
esquema de dosificacion. Los parametros farmacocinéticos individuales a posteriori,
permitieron simular los perfiles de concentracion de los antibioticos al cambiar dosis,
intervalos de dosificacion o duracion de infusiones intravenosas. Se seleccionaron
los esquemas de dosificacibn mas adecuados y se emitieron las recomendaciones

al personal médico en un reporte de resultados.
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8. Resultados

8.1. Estandarizacion de la técnica cromatografica

8.1.1. Optimizacion de condiciones de deteccidon por espectrometria de masas

Las condiciones de desolvatacion e ionizacion seleccionadas de acuerdo con las

caracteristicas de elucién cromatogréfica y las sefiales de los analitos fueron las

siguientes:
- Modo de ionizacion: Electrospray positivo
- Voltaje de capilar: 2.84 kV
- Flujo de gas de desolvatacion (nitrdgeno): 1000 L/h
- Temperatura de la fuente: 150°C
- Temperatura de desolvatacion: 500 °C
- Gas de colision: Argén

Para cada antibiético, se seleccionaron los pardmetros de ionizacion (voltaje de
cono) y fragmentacion (energia de colisién) para la deteccion por monitoreo de

reacciones multiples (MRM).

8.1.2. Seleccidon de columna

Se analizaron los cromatrogramas obtenidos a partir del gradiente experimental en
las columnas Acquity BEH-Phenyl, Acquity BEH-C18 y Acquity HSS-TS3,
respectivamente. En la columna Acquity Phenyl se obtuvieron tiempos de retencion
de entre 2.93 y 5.55 minutos. En esta columna, se observan picos dobles para todos
los antibidticos. En la columna Acquity BEH-C18 los antibioticos eluyeron entre 3.34
y 5.73 minutos, mientras que en la columna Acquity HSS-T3 los tiempos de
retencion estuvieron entre 3.70 y 6.32 minutos. Dada la forma de los picos en la
columna BEH-Phenyl, ésta se descarto para la separacion de los antibiéticos en
estudio. La forma de los picos fue similar entre las columnas BEH-C18 y HSS-T3,
con la diferencia que algunos de los picos en columna BEH-C18 se observan

35



coleados (farmaco B, farmaco E, farmaco D, farmaco C, farmaco F y farmaco G).
De acuerdo con la forma de los picos de cada antibidtico, se seleccion6 la columna

HSS-T3 para continuar con las siguientes etapas de desarrollo del método.

8.1.3. Optimizacion de gradiente de elucidn

El gradiente de elucion inicial (Figura 1) fue modificado para optimizar la forma de
los picos, la separacion de compuestos, reducir el tiempo de corrida y establecer un
tiempo de reequilibrio 6ptimo para la columna. Las modificaciones en el gradiente
incluyeron una disminucién de la proporcion de fase acuosa en las condiciones
iniciales (de 100% a 90%), cuatro rampas y una reduccion en el tiempo de
reequilibrio de la columna. El flujo de fase mdvil se mantuvo en 0.3 mL/min y la
temperatura de la columna a 35°C. El volumen de inyeccion fue reducido de 10 a 5
uL para la mezcla de antibiéticos preparada en agua. Con estas modificaciones el
tiempo de corrida se redujo de 15 a 8 minutos. Se obtuvieron tiempos de retencion

de entre 1.40 y 4.55 minutos para todos los antibiéticos.

8.1.4. Método de procesamiento de muestras

El método final de procesamiento de muestras consistio en precipitar proteinas
plasmaticas con acetonitrilo (proporcion plasma:acetonitrilo 1:1) y centrifugar el
sobrenadante tres veces para remover cualquier particula que quede suspendida.
Después de la altima centrifugacion es necesario diluir el sobrenadante con agua,
pues la presencia de 50% de acetonitrilo en la mezcla puede deformar los picos de
algunos compuestos de alta polaridad. Se probaron distintos factores de dilucidon
con agua HPLC, desde 1:2 a 1:9 y se eligi6 el factor de dilucién con el que la forma
de los picos no se viera deformada, manteniendo sefiales analiticas adecuadas. Se
seleccioné un factor de dilucion 1:7. El volumen de inyeccion de la muestra

procesada fue de 10 pL.

8.2. Validacién del método analitico
Después de estandarizar las condiciones cromatogréaficas, de espectrometria de
masas y el método de extraccion, se planed y realiz6 la validacion de la técnica de

bioanalisis previamente descrita para la cuantificacion de farmaco A, farmaco B,
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farmaco C, farmaco D, farmaco E, farmaco F, farmaco G y farmaco H en plasma de
acuerdo con la NOM 177 SSA1 2013.

8.2.1. Selectividad

Se analizaron 6 muestras blanco de plasma para demostrar la no interferencia de
compuestos enddgenos en la matriz biologica. La respuesta analitica de las
muestras blanco cerca del tiempo de retencidn de los analitos fue menor al 20% de
la respuesta del limite inferior de cuantificacion (LIC) para todos los antibioticos.

Adicionalmente, se evalud la posible interferencia de otros farmacos administrados
comunmente en pediatria al analizar las muestras de los pacientes (analgésicos,
profilacticos gastricos, antiepilépticos, otros antibiéticos, etc.). En todos los casos la

sefial fue menor al 20% de la sefial del LIC (excepto para el farmaco monitorizado).

8.2.3. Efecto de matriz

Se analizaron seis muestras control de concentracién baja (MCB) y muestras control
de concentracion alta (MCA) preparadas en solucién acuosa, asi como en matriz
blanco procesada. El cociente de las respuestas analiticas en matriz y en solucion
(factor matriz, FM) debe tener un coeficiente de variacion menor al 15%. Este
pardmetro se cumplio para todos los antibi6ticos.

8.2.3. Linealidad
Se prepararon por triplicado curvas de calibracion con ocho puntos de

concentracion. Para todos los antibiéticos una relacién lineal (forma y = mx + b)
describié entre el area del pico y la concentracion, con ponderacion 1/x. EI método
demostré ser lineal para todos los antibiéticos (coeficiente de determinacion r? >
0.99). Ademas, las concentraciones recuperadas de cada estandar deben tener
desviaciones menores a + 15% de su concentracion nominal (£ 20% para el
LIC).

8.2.4. Limites de deteccién y cuantificacion

Con la Ecuacion 1 y la Ecuacion 2, se calcularon los limites de deteccion y
cuantificacion, respectivamente. Los valores obtenidos para cada antibiético son

menores a los limites inferiores de cuantificacion de las curvas de calibracion.
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8.2.5. Efecto de acarreo

Se inyectaron tres muestras blanco de matriz después de inyectar el limite superior
de cuantificacion (LSC). La sefial del blanco fue menor al 20% de la sefial del LIC

para todos los antibioticos.

8.2.6. Precision vy exactitud

Se prepararon y procesaron por quintuplicado muestras control de concentracion
baja, media y alta (MCB, MCM y MCA), asi como el LIC. La precision se evalud
comparando la concentracion recuperada de cada control (interpolada en una curva
de calibracion) con la concentracion nominal de cada control, cuya desviacion debe
ser menor a + 15% (+ 20% para el LIC). La precision se evalud con el coeficiente
de variacion de las réplicas de cada control, el cual debe ser menor a £ 15% (+ 20%

para el LIC).

La precision y exactitud fue evaluada en tres corridas analiticas distintas, en las
cuales se procesaron curvas de calibracion y controles recién preparados. La
precision y exactitud se reportan intra-ensayo (repetibilidad en cada corrida
independiente, n = 5) e inter-ensayo (reproducibilidad en las tres corridas, n = 15).
Adicionalmente, en una de las corridas se evaluaron por quintuplicado muestras
control diluidas (MCD).

8.2.7. Estabilidad

Se evaluo por triplicado la precisién y exactitud de muestras control en las siguientes

condiciones:

- Ciclos de congelacién-descongelacién (-80°C)
- Muestras procesadas en el automuestreador (10°C) por 24 horas

- Congelacion por dos meses (-80°C)

Se demostré estabilidad por 24 horas en el automuestreador para todos los
antibioticos. Los farmacos A, C, E, F, G y H son estables después de tres ciclos de
congelacion-descongelacién, mientras los farmacos B y D solo son estables

después de dos ciclos.
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En las pruebas de estabilidad a mediano plazo, algunos controles se desvian mas
del 15% de la concentracién nominal para el farmaco B y el farmaco E. Sin embargo,
al ser desviaciones positivas no se considera que éstas se deban a inestabilidad.
Las MCM del farmaco H tienen una desviacién promedio de -25.2%. Sin embargo,
también presentan un coeficiente de variacion elevado y mas del 67% de todos los
controles de farmaco H cumplieron con los criterios de aceptacion. Todos los

antibiéticos demostraron ser estables a -80°C por al menos 2 meses.

8.2.8. Efecto de anticoagulantes, matriz lipémica y hemolizada

Se procesaron por triplicado MCBs y MCAs en plasma anticoagulado con K2zEDTA
y heparina de litio, asi como MCMs en plasma lipémico y hemolizado. El farmaco C
presenté incrementos en la sefial en el plasma lipémico y hemolizado, con

desviaciones ligeramente mayores al 15% de la concentracidbn nominal.

Los farmacos A y H presentaron una disminucion considerable en la sefial en matriz
anticoagulada tanto con K:EDTA como heparina. Este problema se resolvio
preparando curvas de calibracion en plasma con K:EDTA al analizar las muestras
de los pacientes bajo tratamiento con estos antibioticos. Se demostrd linealidad,
precision y exactitud del farmaco A y del farmaco H en una corrida analitica bajo

estas condiciones.

8.3. Protocolo de monitorizacion

Se definieron los tiempos para dos muestras: uno prioritario, el cual proporciona
informacion sobre el cumplimiento de objetivos PK/PD y uno secundario que ayuda
a mejorar la estimacion de los parametros farmacocinéticos individuales sin ser

indispensable para la monitorizacion.
8.4. Implementacion del programa de monitorizacion a escala piloto

8.4.1. Caracteristicas de la poblacién

Se monitorizaron pacientes de entre 2 y 18 afos de edad, y se destaca la frecuencia
de infecciones en pacientes oncoldgicos inmunosuprimidos, los cuales constituyen

a mas de la mitad de los pacientes. El segundo diagndstico mas comun es
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apendicitis aguda, seguida de otros como estatus epiléptico y tuberculosis

ganglionar.

8.4.2. Uso general de antibidticos

Se llevo un registro de los antibioticos utilizados en el area de Pediatria Escolares
e Infectologia Pediatrica durante el periodo de marzo a junio de 2022,
independientemente de si se monitorizaron o0 no. Esto se realizé con el fin de
analizar los patrones de prescripcion de antibioticos y evaluar la necesidad de

modificar la seleccién de antibioticos del programa de monitorizacion.

Los farmacos G, F, H, D, E, y B son prescritos con regularidad, mientras que el uso
del farmaco C y farmaco A es menos frecuente. No todos los pacientes bajo
tratamiento antibiotico fueron monitorizados, dado que en algunas ocasiones no se
obtuvo el consentimiento de sus padres o tutores, por dificultades para la toma de
muestra, o bien porque el registro se realiz0 justo antes del término del tratamiento

y egreso de los pacientes.

Ademas, destaca la prescripcion frecuente de antibiéticos que no se incluyeron en
el programa de monitorizaciébn, tales como cefepime, amikacina

trimetoprim/sulfametoxazol y ceftriaxona.

8.4.3. Hallazgos en las monitorizaciones realizadas

Se establecidé que era necesario un cambio en el esquema de dosificacion en poco
mas de la mitad de las monitorizaciones realizadas. En la mayoria de estos casos,
los ajustes propuestos se debieron a un incumplimiento de objetivos PK/PD,
mientras que en el resto se recomendaron reducciones de dosis por
sobredosificacion. Se resumen a continuacion los ajustes propuestos para cada

antibiético.

e 8.4.3.1. Farmaco A
No se monitorizd ningun paciente bajo tratamiento con farmaco A. Solo un paciente
recibié6 farmaco A/farmaco J durante el periodo de estudio, pero no se logro

monitorizar por imposibilidad de toma de muestra.
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e 8.4.3.2. Farmaco B
Ningun paciente bajo tratamiento con farmaco B requirid un ajuste de dosis. Los
esquemas de dosificacion de farmaco B varian de 20 a 40 mg/kg/dia divididos en
cuatro dosis, para tratamiento profilactico o infeccion sospechada/confirmada
respectivamente. En todos los casos se cumplio el objetivo PK/PD de fT > CMI >
50%, considerando una CMI de 0.25 mg/L, representativa de Staphylococcus

aureus resistente a meticilina. (26)

e 8.4.3.3. Farmaco C
De los pacientes bajo tratamiento con farmaco C, ninguno requirié ajuste de dosis
con la dosis estdndar de 6 mg/kg/dia (precedida de una dosis de carga de 12
mg/kg/dia). En todos se cumplié el objetivo de AUC24n/CMI > 50 h considerando
CMis de hasta 2 mg/L, representativas de especies susceptibles de Candida, como

C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis.

e 8.4.3.4. Farmaco D
La mayoria bajo tratamiento con farmaco D requirieron algun ajuste en las dosis con
los esquemas tipicos de dosificacion (30 mg/kg/dia divididos en dos o tres dosis,
maximo 1200 mg diarios). Algunos se encontraron sobredosificados, con
concentraciones plasméticas pre-dosis mayores a 20 mg/L (AUCz24n > 280 mg*h/L).
Otros no alcanzaron el objetivo de AUC24n/CMI de 100 h y en dos de ellos la
recomendacion de dosis solo fue suficiente para cumplir el objetivo PK/PD contra

microorganismos con CMIs hasta de 1 mg/L.

e 8.4.3.5. Farmaco E
La mayoria pacientes a quienes se les monitorizé farmaco E no cumplieron el
objetivo de fT > CMI > 40% o 70% (eligiendo el objetivo de 70% en pacientes
inmunosuprimidos), con las dosis estandar de 90 mg/kg/dia divididos en tres dosis.
Se asumi6 una CMI de 2 mg/L representativa de Pseudomonas aeruginosa en caso
de no contar con un microorganismo aislado. (26) Al ser el FArmaco E un antibiotico
B-lactamico con actividad tiempo — dependiente, prolongar los tiempos de infusion
hasta tres o cuatro horas fue una recomendacién comuan. Sin embargo, en dos de

los pacientes se consideré que ademas de prolongar los tiempos de infusion, era
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necesario incrementar las dosis para asegurar el cumplimiento de objetivos PK/PD.

Ninguno de los pacientes alcanzé concentraciones valle toxicas.

e 8.4.3.6. Farmaco F
Algunos pacientes bajo tratamiento con dosis estandar de farmaco F (30 mg/kg/dia
divididos en tres dosis) no alcanzaron el objetivo de AUC2s/CMI > 80 h,
considerando una CMI de 8 mg/L representativa de microorganismos anaerobios
como Bacteroides fragilis, (26). En un paciente se sugirié un ligero incremento en la
dosis. En otro paciente la concentracién plasmatica se desvié demasiado de los
modelos poblacionales publicados y no fue posible simular el perfil farmacocinético
con esquemas de dosificacion distintos, por lo que se sugirié un incremento empirico

de la dosis a criterio del médico tratante.

e 8.4.3.7. Farmaco G
De los pacientes bajo tratamiento con farmaco G/farmaco I, la mayoria no
cumplieron el objetivo PK/PD de un fT/CMI mayor al 50% o 70%, con las dosis
estandar de Farmaco G de 300 mg/kg/dia divididos en cuatro dosis. Se asumié una
CMI de 16 mg/L, representativa de Pseudomonas aeruginosa. (26) Se seleccioné el
objetivo PK/PD de acuerdo con el estado de salud de los pacientes. Considerando
gue los pacientes inmunosuprimidos (que constituyeron a la mayoria de los
pacientes bajo tratamiento con farmaco G) son mas susceptibles a complicaciones
derivadas de las infecciones sospechadas o confirmadas, en estos casos se opté
por el objetivo de fT > CMI > 70%. El resto de los pacientes si cumplieron el objetivo
PK/PD, pero algunos alcanzaron concentraciones maximas toxicas (mayores a 150

mg/L), por lo que en éstos fue necesario reducir la dosis diaria a la mitad.

Dada la actividad antimicrobiana tiempo-dependiente del farmaco G, se establecio
gue en los pacientes que no cumplieran los objetivos PK/PD, éstos se alcanzarian
modificando los tiempos de infusién sin ser necesario un incremento en las dosis.
Los tiempos de infusion tipicos se encuentran entre una y dos horas, dependiendo
de los criterios del personal de enfermeria, mientras que las simulaciones realizadas

con los parametros farmacocinéticos individuales sugieren que tiempos de infusion
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de hasta cuatro horas pueden llegar a ser necesarios para alcanzar objetivos
PK/PD.

e 8.4.3.7. Farmaco H
El esquema de dosificaciéon estdndar de farmaco H (40 mg/kg/dia, maximo 2 ¢
diarios divididos en cuatro dosis), resultd ser insuficiente para alcanzar el objetivo
PK/PD de AUC24/CMI de 400 h en la mayoria de los pacientes monitorizados
considerando una CMI de 1 mg/L. En la mayoria de los reportes de resultados se
sugirié incrementar la dosis hasta 60 - 80 mg/kg/dia. Ningun paciente estuvo

sobredosificado.
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9. Discusion
La monitorizacion terapéutica de farmacos es un enfoque de dosificacion
personalizado de especial importancia para la terapia antimicrobiana. Aunque
tradicionalmente solo los antibiéticos particularmente toxicos como Farmaco H y
aminoglucdésidos se han monitorizado por su perfil de seguridad, se ha propuesto
recientemente que otros grupos de antimicrobianos también pueden ser candidatos
a monitorizacion, dada la creciente resistencia a antibidticos facilitada por
exposiciones subterapéuticas. Aunado a lo anterior, en pediatria la optimizacion
individual de la antibioterapia adquiere relevancia por la farmacocinética variable a
través de la edad, la falta de un consenso en esquemas de dosificacion en diferentes
centros de salud y la importancia de asegurar objetivos terapéuticos. Por lo anterior,
se desarroll6 el programa de monitorizacion desde la estandarizacién y validacion
del método de cuantificacién de antibidticos en plasma hasta la planeacién de
protocolos de monitorizacion que incluyeron esquemas de muestreo e interpretacion
de resultados, para demostrar la factibilidad y necesidad de implementar esta

practica clinica en el servicio de pediatria del Hospital Central.

El método cromatografico desarrollado demostré ser Gtil para su aplicacion en la
monitorizacion de antibidticos, debido a las ventajas inherentes a las técnicas de
UPLC-MS/MS. La especificidad del método hace posible la cuantificacion de
multiples analitos en una sola corrida analitica, en comparaciéon con métodos
cromatograficos con otros tipos de deteccion como espectrofotometria UV-visible o
refractometria, donde la resolucion de varios compuestos seria un reto y
probablemente se requeririan varias corridas independientes para cada antibidtico.
(19,27) Esto permiti6 incluir un panel amplio de ocho antibiéticos simultdneamente

en el programa de monitorizacién en corridas cromatograficas de ocho minutos.

Ademas de la reduccion en tiempos de analisis, existe una ventaja evidente para
los pacientes que estuvieron bajo tratamiento con dos o hasta tres de los antibidticos
en estudio, pues fue posible cuantificarlos todos simultdneamente. Esto permitid
optimizar el volumen de muestra utilizado, aspecto que adquiere particular

relevancia en el entorno pediatrico, pues la obtencion de muestras de sangre puede
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ser un reto importante, especialmente en pacientes de menor edad a quienes se les
toman menos muestras y de menor volumen. El método desarrollado permite
aprovechar los bajos volimenes de muestra (100 uL de plasma) disponibles para la
cuantificacion. A pesar de estas ventajas, alun es posible validar el uso de
volimenes menores de muestra, manteniendo las mismas proporciones de

disolventes durante el procesamiento. (20,28)

Durante el periodo de estudio clinico, se obtuvo informacién valiosa de los patrones
de prescripcion de antibiéticos y las monitorizaciones realizadas. Seis de los ocho
antibioticos incluidos en el programa de monitorizacion son utilizados con
regularidad, con excepcion del farmaco C y el farmaco A, que se prescribieron en
dos y una ocasion respectivamente; mientras que los farmacos B, D, E, F, Gy H
son usados con frecuencia. Estos patrones de prescripcion estan relacionados con
el tipo de diagndsticos e infecciones de los pacientes pediatricos hospitalizados.
Uno de los diagnésticos mas frecuentes en pacientes que recibieron antibiéticos es
la fiebre neutropénica, que es una emergencia médica en pacientes oncoldgicos
inmunosuprimidos. El tratamiento antibiético empirico incluye cefepime, farmaco
G/farmaco | o farmaco E para cubrir microorganismos gramnegativos
(Pseudomonas. aeruginosa y Enterobacteriaceace) y -en casos en presencia de
catéter venoso central, choque séptico o mucositis- farmaco H o farmaco D para
microorganismos grampositivos (Staphylococcus. aureus y estafilococos coagulasa
negativos, estreptococos B-hemoliticos y Enterococcus faecalis). (3) Si no existe
mejoria, se puede recurrir a tratamiento antifingico con farmaco C, en sospecha de

Candida albicans o Candida tropicalis.

El segundo diagnostico méas frecuente es apendicitis aguda. Tanto el proceso de
apendicitis como el tratamiento quirdrgico (apendicectomia), conllevan un riesgo de
infeccion al entrar en contacto el interior del tracto gastrointestinal con la cavidad
abdominal, un sitio estéril. Debido a esto, se inicia un doble esquema antibiotico,
con farmaco F y amikacina (o ceftriaxona) para cubrir microorganismos anaerobios
(frecuentemente Bacteroides fragilis) y gramnegativos (Enterobacteriaceae),

respectivamente. (29)
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En los dos diagndsticos mas comunes, el tratamiento antibiético incluye seis de los
antibioticos en estudio (farmaco C, farmaco D, farmaco E, farmaco F, farmaco G y
farmaco H). Ademas de éstos, el farmaco B es un antibiético con cobertura de
patdbgenos grampositivos y anaerobios cuya frecuencia de prescripcion es
comparable con la del farmaco E o farmaco D para infecciones de tejido blando y

como tratamiento empirico o profilactico en infecciones orales.

En contraste, el farmaco A es muy poco utilizado dentro del hospital. Su uso
principal es para tratar infecciones poco complicadas por organismos grampositivos
en pacientes ambulatorios. El farmaco A esta indicado en pacientes oncoldgicos
con fiebre neutropénica cuando se considera que un paciente es de “bajo riesgo”.
Sin embargo, se tienen que cumplir criterios estrictos para considerar que un
paciente con fiebre y neutropenia es de bajo riesgo (edad mayor a un afio, sin
neoplasias hematoldgicas ni comorbilidades, sin alteraciones hemodinamicas,
neutrofilos mayores a 100/pL y plaguetas mayores a 50 000/uL). La mayoria de los
pacientes se consideran de alto riesgo y se tratan con antibiéticos de primera linea

como farmaco H y farmaco D.

Considerando unicamente el uso de antibioticos en las distintas areas de la division
de pediatria, los antibiéticos incluidos en el método analitico parecen cubrir las
necesidades del Hospital Central. Sin embargo, es necesario determinar si
realmente es necesario monitorizarlos. Los requisitos que deben cumplir los
farmacos para ser candidatos a monitorizacion son: 1) no tener disponible un
marcador de eficacia clinica; 2) existir correlacion entre el perfil farmacocinético y el
efecto farmacoldgico; 3) poseer un margen terapéutico estrecho; 4) tener una
farmacocinética variable; 5) que los tratamientos sean de larga duracion y 6) debe
haber consecuencias claras de una infra- o sobredosificacién. (16) Los resultados
obtenidos en el estudio proporcionan la evidencia inicial para priorizar los

antibiéticos que se deben monitorizar.

Los pacientes incluidos bajo tratamiento con Farmaco B no requirieron ajustes de
dosis, y existen factores que se deben considerar al interpretar las concentraciones

plasmaticas. El pardmetro PK/PD que describe la eficacia del farmaco B es el fT >
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CMI, por lo que es importante una buena estimacion de la unidon a proteinas
plasmaticas. Tipicamente, es aceptable asumir un porcentaje de union a proteinas
fijo al evaluar el cumplimiento de objetivos PK/PD cuando este valor es bajo y poco
variable. Sin embargo, la unién de Farmaco B a ai-glicoproteina acida (ai-gpa) es
muy variable, rondando entre el 60 y 92% dependiendo de las concentraciones de
ai-gpa y farmaco B total. (30) Las concentraciones de ai-gpa varian con la edad vy,
al ser esta una proteina de fase aguda, sus concentraciones se encuentran
elevadas durante procesos infecciosos. El modelo de ontogenia de ai-gpa de
Maharaj y cols. (31) se utilizé junto con datos de unién a proteinas en adultos sanos
y con infeccion, (30) para estimar las concentraciones de farmaco B libre en los
pacientes. A pesar de que las estimaciones realizadas tienen un fundamento
fisiologico, el calculo de fT > CMI es muy sensible a éstas en farmacos con elevada
union a proteinas y cuantificar concentraciones de farmaco B libre proporcionaria
una prediccion mas precisa del cumplimiento del objetivo PK/PD. La informacién
disponible acerca de los efectos toxicos es limitada y, en estudios previos que han
investigado la seguridad del farmaco B no se reportan efectos adversos
directamente relacionados con las concentraciones plasméticas, (32,33) por lo que
el farmaco B no se considera de margen terapéutico estrecho. Si a lo anterior se
suma el hecho de que la duracion de los tratamientos suele ser corta (cinco dias o
menos) y muchos pacientes egresan del hospital para continuar el tratamiento por

via oral, posiblemente la monitorizacion de farmaco B no sea una préctica critica.

Al igual que en el caso del farmaco B, ninguno de los pacientes bajo tratamiento con
farmaco C requirid6 un ajuste de dosis, todos alcanzando el objetivo PK/PD de
AUC24n/CMI de 50 h. Es importante destacar que estos fueron los resultados
considerando CMIs de hasta 2 mg/L, que son los valores esperados dados las
especies de Candida mas comunes de acuerdo con el EUCAST (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.). Sin embargo, se ha reportado que
pacientes de oncologia con tratamiento antifingico requieren una cobertura de
microorganismos con CMI de hasta 8 mg/L. (34,35) Este objetivo terapéutico mas
estricto no se alcanzé en los pacientes monitorizados, por lo que en los informes de

resultados se reportaron las recomendaciones de dosificacion de acuerdo con cada
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especie de Candida y su respectiva CMI. El personal médico decidi6 no hacer
cambios en las dosis al ver que las dosis de 6 mg/kg/dia utilizadas en el hospital
son suficientes contra C. albicans y C. tropicalis y los pacientes presentaron buena
respuesta al tratamiento. Se ha descrito que la monitorizacion de farmaco C no es
necesaria incluso en pacientes inmunocomprometidos, dada su baja variabilidad
farmacocinética en comparacion con otros antifungicos. (36,37) Los autores que
discuten sobre la monitorizacion de farmaco C, concluyen que utilizar dosis entre 8
y 12 mg/kg/dia es suficiente para alcanzar objetivos PK/PD contra cepas de Candida
con CMIs de 8 mg/L sin preocupacion de presentar efectos toxicos, puesto que no
se ha reportado una concentracidon plasmatica a partir de la cual exista un riesgo de
toxicidad evidente. (34) Sin embargo, seria pertinente adquirir informacion en mas
pacientes para verificar la necesidad de monitorizar farmaco C o, en su defecto,

modificar los criterios de dosificacidn actuales.

El farmaco F, tipicamente se administra por via intravenosa a pacientes con
apendicitis aguda y post-operados de apendicectomia. Estos pacientes suelen
recuperarse del procedimiento quirdrgico en cinco dias o0 menos y contindan el
tratamiento con farmaco F fuera del hospital en cuanto toleran la via oral, por lo que
pudiera parecer que el farmaco F no requiere monitorizarse. Sin embargo, ajustes
de dosis fueron necesarios en dos pacientes con un comportamiento diferente al
habitual, que no alcanzaron el objetivo PK/PD de AUC24r/CMI de 70 h. Uno de ellos
tard6 mas de siete dias en recuperarse del post-operatorio, lo cual puede
relacionarse con el incumplimiento de objetivos terapéuticos. El segundo caso fue
un paciente post-operado de transposicion intestinal, un procedimiento
notablemente mas complicado que una apendicectomia. Esto indica que a pesar de
gue los pacientes bajo tratamiento con farmaco F suelen tener una recuperaciéon
rapida (dado el padecimiento que tienen), la monitorizacion terapéutica puede estar

indicada en pacientes mas graves para asegurar el éxito del tratamiento.

En cuanto al farmaco D, este farmaco mostré un comportamiento mas variable
respecto los demas antibiéticos, encontrando un numero similar de casos de

sobredosificacion e intradosificacion. El farmaco D, a diferencia de los antibi6ticos

48



gue se han discutido hasta el momento, es de margen terapéutico estrecho. Su
objetivo PK/PD es un AUC24n/CMI > 100 h, por lo que el AUC2an debe superar 100
0 200 mg*h/L para cubrir grampositivos con CMIs de 1 y 2 mg/L, respectivamente,
mientras que valores de AUC24n mayores a 280 mg*h/L estan relacionados con
efectos toxicos hematoldgicos y oculares. (38) Ademas del AUC2sn, el margen
terapéutico puede definirse con concentraciones valle entre 2 y 8 mg/L. (39,40) Los
pacientes presentaron AUC24n desde 78 hasta 658 mg*h/L y concentraciones valle
entre 0.5 y 27 mg/L con las dosis estandar de 30 mg/kg/dia, por lo que la amplia
variabilidad farmacocinética, aunada al estrecho margen terapéutico del farmaco D

justifica su monitorizacion en pacientes pediatricos.

Se observaron patrones similares en los farmacos E y G, con un nimero importante
de pacientes que no alcanzaron objetivos terapéuticos. Estos dos antibidticos B-
lactdmicos son de actividad antimicrobiana tiempo-dependiente y el objetivo PK/PD
es el fT > CMI, aunque no existe un consenso en los valores de este parametro.
Estudios farmacodinamicos iniciales indican que un fT > CMI mayor a 40% y 50%
son necesarios para asegurar la actividad bactericida de farmaco E y farmaco G,
respectivamente. (41-51) Sin embargo, reportes basados en observaciones clinicas
consideran que son necesarios valores mas altos de fT > CMI, desde un 70% hasta
100%. (41,44,46,48,51-58) Para fines de este trabajo, se definié un objetivo de fT
> CMI de 70% en pacientes inmunosuprimidos (que constituyeron la mayoria de los
pacientes monitorizados con estos antibiéticos), pues en estos casos es critico
asegurar una exposicion suficiente al antibiotico. La mayoria de los pacientes no
alcanzaron el objetivo PK/PD y se recomendd prolongar la duracion de las
infusiones intravenosas. Esta practica ya se ha explorado y se ha reportado que
puede ayudar a alcanzar fT > CMI suficientes para patégenos con CMIs elevadas.
(59) Las predicciones con los parametros farmacocinéticos individuales en la
poblacién de estudio indican que las infusiones prolongadas permiten mantener
concentraciones superiores a la CMI por un mayor tiempo, especialmente
considerando las semividas de eliminacion cortas de estos dos antibiéticos y el
aclaramiento renal aumentado (definido como un aclaramiento de creatinina mayor

a 130 mL/min/1.73m?) que pueden presentar los pacientes criticos o con neoplasias
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hematoldgicas. (60) Sin embargo, algunos factores como la estabilidad del farmaco
E a temperatura ambiente después de reconstituir o un numero limitado de accesos
venosos en pacientes polimedicados, pueden limitar la factibilidad de administrar
los antibidticos en infusiones prolongadas o continuas. Es ademas importante
considerar la potencial toxicidad de estos dos antibiéticos. Aunque se consideraba
gue los B-lactdmicos son seguros, recientemente se ha descrito el potencial nefro-
y neurotoxico de las cefalosporinas, farmaco G y farmaco E, (61,62) especialmente
en coadministracion con otros agentes como farmaco H y antiinflamatorios no
esteroideos. Algunos de los pacientes en tratamiento con farmaco G/farmaco |
alcanzaron concentraciones maximas toxicas, siendo posible reducir las dosis a la
mitad y mantener un fT > CMI mayor al 70% sin modificar los tiempos de infusion.
El principal obstaculo para implementar la monitorizacion de B-lactamicos en la
practica clinica rutinaria es la falta de un consenso en el objetivo de fT > CMI
apropiado. (52) Los resultados de este estudio demuestran que un numero
importante de pacientes no alcanzan objetivos terapéuticos de farmaco G y farmaco
E. No obstante, puede debatirse si es necesario monitorizar estos antibioticos o si
administrarlos en infusiones prolongadas como practica estandar seria suficiente
para alcanzar objetivos PK/PD, aunque el hecho de haber encontrado pacientes

sobredosificados podria justificar este enfoque personalizado de dosificacion.

El farmaco H es un antibidtico que por su toxicidad, se monitoriza de rutina en
centros de salud que cuentan con unidades de farmacocinética clinica, en donde
los ajustes de dosis se realizan conociendo las concentraciones valle o estimando
el AUC2aan. (59) Los resultados de la monitorizacion de farmaco H revelan una
frecuente infradosificacién en la poblacion pediatrica estudiada, pues solamente un
paciente alcanzé el objetivo PK/PD de AUC24n/CMI de 400 h. Este patron parece
indicar que las dosis estandar de Farmaco H en el Hospital Central (40 mg/kg/dia,
divididos en cuatro dosis) no son suficientes para alcanzar objetivos terapéuticos.
Este esquema de dosificacion coincide con recomendaciones reportadas de 40 —
60 mg/kg/dia, (59,63) aunque se ha descrito que pacientes pediatricos con tumores
malignos sélidos o hematoldgicos pueden requerir dosis diarias de hasta 80 o 90

mg/kg para alcanzar AUC24n de 400 mg*h/L. (64,65), lo que concuerda con las
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sugerencias emitidas para los pacientes monitorizados en este trabajo. A pesar de
los resultados obtenidos, es necesario obtener mas informacion farmacocinética del
farmaco H a nivel local para poder validar nuevos esquemas de dosificacion iniciales
gue se puedan generalizar para la poblacion pediatrica, aunque esto no eliminara la

necesidad de monitorizar niveles plasmaticos. (66)

Con la informacién obtenida de los ocho antibiéticos, puede concluirse que su
monitorizacidén es importante en pacientes pediatricos, aunque en diferente medida

para cada uno:

Farmaco D, farmaco E, farmaco G y farmaco H fueron los antibiéticos que
requirieron mas ajustes de dosis, por lo que se considera que son de mayor
prioridad de monitorizacion.

- La monitorizacién del farmaco F puede adquirir importancia en casos
especiales en los cuales los pacientes no respondan al tratamiento y no
necesariamente como una practica de rutina.

- A pesar de que no se requirieron ajustes de dosis del farmaco C, es
necesario muestrear a un mayor numero de pacientes para evaluar la
necesidad la monitorizacion, particularmente en pacientes inmunosuprimidos
gue pudieran requerir exposiciones altas al antifungico.

- La monitorizacion del farmaco B parece no ser critica dado el tipo de
pacientes en que se utiliza, aunque para asegurar esta aseveracion podria
ser necesario monitorizar a mas pacientes y cuantificar Farmaco B libre.

- Elfarmaco A fue el antibidtico de menor prioridad de monitorizacion por su

bajo uso hospitalario.

El siguiente paso en la monitorizacion de antibioticos en pediatria podria ser incluir
otros antibidticos que no se estudiaron en este trabajo, tales como
trimetoprim/sulfametoxazol, cefepime, ceftriaxona y amikacina, pues se observé
una prescripcion frecuente de éstos y se podria obtener informacion sobre el
alcance de objetivos terapéuticos en un periodo corto de tiempo. Ademas, se
deberan buscar maneras de ampliar el alcance del programa de monitorizacion a

todas las subpoblaciones pediatricas (incluyendo neonatos y lactantes). El trabajo
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se realizé con pacientes de dos afios en adelante porque, a pesar de que los
volimenes de muestra que se manejan son bajos, la venopuncion continda siendo
un procedimiento médico invasivo. La determinacién de farmacos en matrices
biolégicas obtenidas con métodos menos invasivos como el micromuestreo
adsortivo volumétrico o las gotas de sangre seca, ha adquirido popularidad
recientemente para la monitorizacion y la realizacion de estudios de farmacocinética
poblacional. Cuantificar en este tipo de muestras puede representar un reto, pues
antes de poderse aplicar es necesaria una validacién analitica mas exhaustiva en
comparacion con los métodos tradicionales, asi como una validacién clinica que
permita demostrar concordancia entre las concentraciones de farmacos en plasma
y sangre capilar (pues los objetivos terapéuticos estan definidos en plasma/suero
sanguineo). (67,68) No obstante, se espera que los beneficios de estas alternativas

de muestreo faciliten la monitorizacion.
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10. Conclusiones

La implementacion de un programa de monitorizacién de antibiéticos en el servicio
de pediatria del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, desde el desarrollo
del método analitico, disefio de tiempos de muestreo y aplicacion de principios de
farmacocinética, permitio establecer esquemas de dosificacion personalizados para
los pacientes. Los resultados obtenidos revelan patrones de prescripcion,
dosificacion y cumplimiento de objetivos terapéuticos, con los cuales fue posible
determinar cuales de los antibiéticos de estudio es mas importante monitorizar. Mas
de la mitad de los pacientes monitorizados requirieron algun ajuste en la dosis o
forma de administracién, la mayoria por una exposicion insuficiente para asegurar
el efecto antimicrobiano esperado. Este hecho demuestra que la monitorizacion de
un numero amplio de antibiéticos (no solo los de margen terapéutico mas estrecho)
es una préactica clinica valiosa en el contexto pediatrico, especialmente
considerando el tipo de infecciones presentes en poblaciones vulnerables como son

los pacientes de oncologia.

El programa de monitorizacion implementado demostré tener utilidad clinica,
aungue aun puede refinarse con modificaciones en el método analitico. EI método
desarrollado demostré ser lineal, selectivo, preciso y exacto para cuantificar
simultdineamente ocho antimicrobianos en 100 pL de muestra, lo cual es
sumamente ventajoso para pacientes pediatricos polimedicados y para facilitar el
analisis de varios pacientes en una sola corrida analitica. Sin embargo, aun es
posible incluir antibidticos de uso frecuente que no se cuantificaron en este estudio,
reducir los volimenes de muestra y cuantificar en matrices bioldgicas distintas al
plasma, como gotas de sangre seca. Estas modificaciones permitirdn evaluar el
comportamiento de otros antimicrobianos y ampliar la cobertura del programa de
monitorizacibn a mas subpoblaciones pediatricas (ademéas de escolares y

adolescentes).

Este estudio realizado a escala piloto constituye un acercamiento inicial al
comportamiento farmacocinético de varios antimicrobianos en pacientes pediatricos

a nivel local, lo cual permiti6 entender las necesidades de monitorizacion. Sin
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embargo, aunque el principal objetivo fue la farmacoterapia personalizada, este
trabajo deja un precedente para futuros estudios mas especializados, que pueden
incluir el desarrollo de modelos de farmacocinética poblacional, la validacion externa
de modelos ya publicados, el establecimiento de esquemas de dosificacion locales,

entre otros.
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Glosario

Absorcion: Entrada de los farmacos al organismo desde el lugar donde se

administran (tracto gastrointestinal, tejido muscular, etc.). (69)

Aclaramiento de creatinina: Velocidad de eliminacion de la creatinina del
organismo expresada como volumen de plasma sanguineo aclarado de creatinina
por unidad de tiempo (mL/min). Ayuda a estimar la tasa de filtracion glomerular y es

un marcador de funcién renal. (70)

Aclaramiento de un farmaco: Medida de la tasa de eliminacion de un farmaco,
definida como el volumen de plasma sanguineo liberado del farmaco por unidad de
tiempo. (70)

Antibidtico: Sustancia quimica que inhibe el crecimiento de microorganismos,

causando dafio minimo al organismo huésped. (71)

Anticoagulante: Sustancia afiadida a muestras de sangre para prevenir su
coagulacion. Puede incluir EDTA, heparina, citrato de sodio, etc.

Area bajo la curva: Integral de la curva de concentraciones plasmaticas contra
tiempo, en un intervalo de tiempo definido. Representa una medida de exposicion a

un farmaco después de su administracion. (70)

Asentimiento informado: Documento en el que un paciente menor de edad acepta
participar en un proyecto de investigacion, conociendo en qué consiste dicha

participacion y los posibles riesgos. (25)
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Columna: En cromatografia, se refiere a un tubo sélido en donde se empaquetan
particulas de fase estacionaria, que interactian con los compuestos quimicos

presentes en una muestra durante una separacion cromatogréfica. (72)

Comité de ética en investigaciéon: Organismo responsable de evaluar y dictaminar
protocolos de investigacion en seres humanos y/o animales, con base en guias

éticas institucionales. (23)

Concentracién minima inhibitoria: Concentracion minima de un antibiético capaz

de detener el crecimiento de un microorganismo especifico. (71)

Concentracion plasmatica: Cantidad de farmaco presente en plasma sanguineo,

expresado como peso de farmaco por unidad de volumen de plasma. (23)

Concentracion valle: Concentracion plasmatica de un farmaco medida justo antes

de la siguiente administracion. (70)

Consentimiento informado: Acuerdo escrito en el cual un sujeto de investigacion
0 su representante legal autoriza su participacion en un proyecto de investigacion,
conociendo los procedimientos a los que se sometera y sus potenciales riesgos.
(23)

Cromatografia de liquidos: Método fisico de separacion de mezclas, donde los
compuestos se separan al distribuirse entre una fase mavil liquida y una fase

estacionaria sélida. (72)

Cromatograma: Grafico de la sefal producida por el detector de un cromatografo

durante una separacion cromatogréfica, contra el tiempo. (72)
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Curva de calibraciéon: Descripcion de la relacion entre la concentracion de un
compuesto que de interés, y la sefial analitica producida en el equipo de medicion.
(23)

Distribucion: Transporte de un farmaco dentro del torrente sanguineo y su

penetracion a tejidos después de su administracion y/o absorcién. (69)

Efecto de acarreo: Efecto generado por un incremento en la sefal analitica de un

equipo, debido a contaminacion de muestras anteriores. (23)

Efecto de Matriz: Influencia de los componentes de la matriz biolégica sobre el
analisis de un compuesto de interés. Puede incluir interferencias en la medicién o

un incremento/disminucion en la sefial analitica. (23)

Enfermedad infecciosa: Enfermedad ocasionada por organismos como bacterias,

hongos, virus o parasitos. (71)

Espectrometria de masas: Método de analisis en el que un compuesto es ionizado
y fragmentado, para posteriormente separar los fragmentos en funcion de la relacion

de su masa atémica o molecular y su carga eléctrica. (72)

Estabilidad: Capacidad de un compuesto quimico a analizar en una matriz
biologica, de conservar sus caracteristicas desde la toma de muestra, hasta su

analisis. (23)

Estimacién bayesiana: En farmacocinética, se refiere al so de la Teoria Bayesiana
para estimar parametros farmacocinéticos individuales. Inicialmente estos
pardmetros se calculan con variables clinicas y antropométricas del paciente. Al
obtener mas informacion (las concentraciones plasmaticas), estos parametros se

recalculan y se obtiene una estimacién individual mas precisa. (70)
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Exactitud: Concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y el valor real.
(23)

Excrecién: Salida del farmaco y/o sus metabolitos desde el torrente sanguineo al
exterior del organismo. (69)

Farmacocinética: Ciencia que estudia la cinética de los procesos de absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecion de farmacos en el organismo. (70)

Farmacodinamia: Estudio de los efectos fisiologicos y bioquimicos de los farmacos
en el organismo, incluyendo sus mecanismos de accion y la relacion entre las

concentraciones y el efecto farmacoldgico. (70)

Fase movil: Fluido que penetra a través de una fase estacionaria durante una

separacion cromatografica. (72)

Inmunosupresion: Inhibicion de uno o mas componentes del sistema inmune
innato o adaptativo, como resultado de enfermedades subyacentes o farmacos

administrados. (73)

Linealidad: Capacidad de un método analitico de obtener una respuesta

proporcional a la concentracién de un compuesto en una muestra. (23)

Matriz bioldgica: Material de origen biol6gico que contiene al compuesto de interés

que se va a analizar. (23)

Metabolismo de farmacos: Cambios bioquimicos que sufren los farmacos para

eliminarse mas facilmente del organismo. (69)

Muestra blanco: Matriz biolégica libre del compuesto que se va a analizar. (23)
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Plasma sanguineo: Liquido obtenido después de separar los componentes

celulares de sangre anticoagulada mediante centrifugacion. (69)

Precisién: Grado de concordancia entre resultados cuando se realizan analisis

repetidos en una muestra homogénea. (23)

Repetibilidad: Precisién bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo

corto de tiempo. (23)

Reproducibilidad: Precision bajo condiciones de operacion distintas entre si. (23)

Selectividad: Capacidad de un método analitico de diferenciar y cuantificar un
compuesto de interés, sin presentar interferencia de otras sustancias presentes en

la muestra. (23)

Vida media (o semivida) de eliminacién: Tiempo que tarda en reducirse a la mitad

la concentracién de un farmaco en plasma. (69)

Volumen de distribucion: Volumen hipotético necesario para disolver la cantidad
de farmaco presente en el organismo y obtener una concentracion plasméatica
medida. (69)
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