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Resumen

Meropenem (MEM) es un antibiético carbapenémico de amplio espectro que se utiliza
extensamente como terapia empirica o dirigida en pacientes criticos. El principal indice
farmacocinético y farmacodindmico (PK/PD) relacionado a la eficacia del tratamiento con MEM
es el porcentaje de tiempo durante el intervalo de dosificacion en que las concentraciones del
farmaco deben permanecer por encima de la concentracion minima inhibitoria de la bacteria
(%fT>MIC). La dosificacion apropiada de este antibiotico representa un desafio debido a que
en los pacientes criticos pueden presentar cambios significativos en los parametros
farmacocinéticos como el volumen de distribucién (Vd) y el aclaramiento (CL) del farmaco, lo
que puede dar lugar a niveles supra- o infra- terapéuticos del antimicrobiano con la
consecuente falla de la terapia antibacteriana. En este estudio se analiz6 el comportamiento
PK/PD de MEM en pacientes mexicanos con infecciones graves a fin de disefiar regimenes
de dosificacibn con un modelo farmacocinético poblacional que toma en cuenta las
caracteristicas clinicas y fisiopatoldgicas de cada paciente a fin de optimizar el tratamiento

farmacoldgico.

El estudio incluy6 pacientes criticos tratados con MEM. Se determind la concentraciéon de MEM
en muestras plasméticas por medio de un método de HPLC-UV/Vis. Se desarrollé6 un modelo
farmacocinético poblacional para caracterizar el comportamiento cinético de MEM en
pacientes criticos y cuantificar la influencia de las covariables en la variabilidad inter- e intra-
individual. EI modelo se validé interna y externamente y posteriormente se realizaron
simulaciones para determinar regimenes de dosificacion que permitieran alcanzar el objetivo
PK/PD de 50%fT>MIC y 100%fT>MIC.

Palabras clave: Pacientes criticos, PK/PD, Meropenem, Farmacocinética poblacional.
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Abstract

Meropenem (MEM) is a broad-spectrum carbapenem antibiotic, widely used as empirical or
targeted therapy in critically ill patients. The main pharmacokinetic and pharmacodynamic
(PK/PD) index related to efficacy treatment is the time during a dosing interval that drug
concentrations remain above the minimum inhibitory concentration of a certain bacteria
(%fT>MIC). Appropriate dosing of this antibiotic represents a challenge as critically ill patients
can present significant alterations in some pharmacokinetic parameters like volume of
distribution (Vd) and clearance (CL), which may lead to supra or infra-therapeutic drug levels
with consequent failure of antimicrobial therapy. This study analyzed MEM PK/PD behavior in
critically ill mexican patients in order to develop dosing regimens based on a population
pharmacokinetic model that takes into account patients clinical and pathophysiological

characteristics in order to optimize pharmacological treatment.

Study included critically ill patients treated with MEM. MEM concentrations were determined in
plasma samples through a HPLC-UV/Vis method. A population pharmacokinetic model was
developed in order to characterize MEM kinetic behavior in critically ill patients and to quantify
covariates influence on inter- and intra-individual variability. The model was validated internally
and externally. Afterwards, simulations were developed to determine the dosing regimens that
would achieve the PK/PD target of 50%fT>MIC and 100%fT>MIC.

Keywords: critically ill patients, PK/PD, Meropenem, Population pharmacokinetics.
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Andlisis farmacocinético-farmacodindmico de meropenem
en pacientes criticos con infecciones graves.
1. Introduccion

Meropenem (MEM) es un carbapenémico con un amplio espectro de actividad frente a una
gran variedad de patégenos Gram-positivos, Gram-negativos y anaerobios. Debido a su alto
grado de actividad, buena penetracion a fluidos y tejidos, tolerabilidad y baja incidencia de
toxicidad, se utiliza frecuentemente en pacientes criticos para tratar infecciones bacterianas
graves como neumonia, infecciones intraabdominales complicadas, infecciones del tracto
urinario, sepsis, neutropenia febril, infecciones ginecoldgicas o meningitis. MEM es una
pequefia molécula hidrofilica que se administra por via intravenosa y presenta una minima
unién a proteinas plasmaéticas (2%), es principalmente excretado en la orina alrededor de 70%
como producto inalterado y 28% como metabolito inactivo.

Al ser un betalactamico, MEM presenta una farmacodinamia de tipo tiempo-dependiente,
lo que significa que la eficacia del tratamiento esta directamente relacionada con el porcentaje
de tiempo del intervalo de dosificacion durante el cual las concentraciones del farmaco libre
deben mantenerse por encima de la concentracion minima inhibitoria del patégeno infectante
(%fT>MIC). Aunque la actividad bactericida maxima de MEM se asocio inicialmente con un
%fT>MIC de 40 a 50% en estudios in vitro, diferentes estudios clinicos sugieren un objetivo
farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD) mas estricto de 100%fT>MIC para pacientes en
estado critico, para garantizar la actividad bactericida y minimizar la aparicion de resistencia
antimicrobiana.

Los pacientes que reciben MEM como tratamiento antimicrobiano pueden presentar un alto
grado de variabilidad en las concentraciones plasmaticas con una misma dosis y en la
velocidad de eliminacion de MEM debido a factores que afectan el volumen de distribucién
(Vd) del farmaco tales como edema, ascitis y derrame pleural, estados que expanden el Vd
produciendo como consecuencia niveles plasmaticos mas bajos mientras que, en pacientes
deshidratados y obesos el Vd esta reducido, alcanzandose niveles plasmaticos més altos.

Por lo anterior la dosificacion 6ptima de MEM es esencial para lograr el resultado
terapéutico deseado y, con este fin, se utiliza la PK poblacional, para identificar las fuentes y

cuantificar las magnitudes de la variabilidad PK en la poblacién objetivo.



2. Objetivos

2.1. Objetivo general
Analizar el comportamiento PK y PD de MEM en pacientes mexicanos con infecciones
graves con el fin de disefiar estrategias de dosificacion inicial basadas en criterios PK/PD.

2.2. Objetivos especificos

e Implementar y validar un método analitico de Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (HPLC) acoplada a un detector UV-visible para cuantificar MEM en muestras
plasméticas.

o Desarrollar el modelo PK poblacional de efectos mixtos para MEM, que permita
caracterizar las covariables que influyen en el comportamiento cinético de este antibiético
en pacientes criticos.

e Realizar la validacion interna del modelo PK poblacional mediante la técnica de
“Bootstrap” y la validacion externa del mismo a través del calculo de los errores medios
de prediccién de las concentraciones plasméaticas de MEM.

e Disefiar regimenes de dosificacion de MEM para pacientes criticos mediante
simulaciones estocésticas de Monte Carlo.

3. Metodologia

Este estudio se realizo en el Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) de San
Luis Potosi y en el Laboratorio de Farmacia y el Laboratorio de Biofarmacia y Farmacocinética
de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ) de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi
(UASLP). El proyecto se desarroll6 bajo la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion y
del Comité de Investigacion del HCIMP con numero de registro 18-19, y bajo la autorizaciéon
del Comité de Etica en Investigacion y Docencia de la FCQ (CEID) registrado con la clave
CEID2019-08S.

El disefio experimental corresponde a un estudio prospectivo, transversal, analitico y
observacional. Mediante un muestreo no probabilistico consecutivo se incluyeron pacientes
criticos de la Unidad de Cuidados Intensivos y de la Unidad de Cirugia del HCIMP con edad

=18 afios y bajo tratamiento con MEM por prueba o sospecha de infeccién grave.



Los pacientes o sus familiares firmaron un consentimiento informado antes de ser incluidos
en el estudio. La informacion clinica, fisiopatol6gica y de comedicacién fue obtenida a partir
del expediente clinico de cada paciente.

3.1 Implementacion y validacion del método analitico de HPLC-UV/Vis para la

cuantificacién de meropenem en plasma.

El método analitico para cuantificar MEM en plasma se implement6 en un cromatografo de
liguidos de alta resolucién marca Waters el cual cuenta con desgasificador, bomba binaria de
flujo continuo modelo 1525, detector UV-Vis modelo 2487 (lecturas realizadas a 298 nm),
autoinyector serie 717-Plus, columna Symmetry de 15 cm de longitud x 3.0 mm de diametro
interno de 3.5 um de tamafio de particula y software Breeze V 3.2 para el procesamiento de
datos. La fase mévil consistio de acetato de amonio 20 mM pH=5 y acetonitrilo (90:10, v/v) con
flujo isocratico de 0.35 mL/min.

El proceso de extraccion de MEM se realizd partiendo de una alicuota de 100 pL de plasma
a la cual se le agregd un volumen igual de acetonitrilo. Se agité en vortex por 5 min y se
centrifugd a 14000 rmp durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a un vial de vidrio
y tras afadir 300 pL de cloruro de metileno se agité durante 1 min en vortex. Posteriormente
se centrifugd a 10000rpm durante 3 min a 4°C y se recupero la fase acuosa para ser inyectada
al cromatdégrafo.

La validacién del método analitico se llevé a cabo de acuerdo a los criterios establecidos
en la Norma Oficial Mexicana NOM177-SSA1-2013 a fin de demostrar la linealidad, precision,

exactitud y selectividad del mismo.
3.2 Obtencion de muestras plasméaticas de pacientes criticos.

Para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de MEM de cada paciente
incluido en el estudio se tomaron muestras sanguineas de 3 mL en tubos vacutainer™ con
EDTA. El muestreo se realiz6 una vez que se alcanzd el equilibrio dindmico (tras la
administracion de la tercera dosis) en los siguientes tiempos: pre-dosis (muestra previa al inicio

de la infusiébn de MEM), 1, 3y 6 h a partir del término de la infusion.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 1300 rpm, durante 20 minutos a 4 °C para la
obtencion del plasma, el cual se almacendé a -80 °C hasta el momento de su analisis

cromatogréafico.



3.3 Desarrollo y validacién del modelo farmacocinético poblacional

El modelo PK poblacional se desarroll6 con el software farmacoestadistico NONMEM v7.4.
Los datos se analizaron utilizando el método de estimacién de primer orden con interaccion
(FOCEH+I) a fin de determinar los valores poblacionales de los parametros PK de MEM asi
como la variabilidad interindividual (VII) asociada a cada uno de estos parametros y la
variabilidad residual.

La eleccion del modelo estructural mas adecuado para describir el comportamiento PK
de MEM (monocompartimental o bicompartimental) se basé en la evaluacion de la funcién
objetivo (OFV), la evaluacion grafica de la prediccion del modelo y la plausibilidad de los
pardmetros. Se evaluaron modelos de error exponencial, aditivo y proporcional para la

variabilidad interindividual (VII) asociada a los pardmetros PK y la variabilidad residual.

Las covariables continuas analizadas fueron: edad, peso, altura, indice de masa
corporal, glucosa, BUN, urea, leucocitos, plaquetas, albumina, bilirrubina, PCR, hematocrito,
electrolitos séricos, creatinina sérica y aclaramiento de creatinina (CLCr) calculado por las
ecuaciones de Cockcroft-Gault, CKD-EPI y MDRD. Asimismo se analizaron las siguientes

covariables categoricas: sexo, comedicacion y diagndéstico.

Se analiz6 el efecto de cada covariable continua en el modelo estructural mediante
funciones lineales, alométricas, potenciales y exponenciales a fin de obtener el modelo
intermedio. Posteriormente, sobre éste Ultimo se evallo la influencia de cada una de las
covariables categoéricas para la obtencion del modelo completo. Se aplicaron los siguientes
criterios para definir las covariables incluidas en el modelo: disminucién 23.84 unidades
(p<0.05) en la funcién objetivo (FObj) del modelo al incorporar la covariable, mejora de las
graficas de bondad de ajuste, relevancia clinica y plausibilidad biol6gica. La aplicacion
posterior de criterios estadisticos mas estrictos, permitié definir el modelo final en el cual
Unicamente se incluyeron las covariables cuya eliminacién del modelo completo produjera un
aumento de 26.63 unidades (p <0.01) en la FODb;.

La precision y estabilidad del modelo poblacional se evalu6 internamente a través del
método de Bootstrap al generar 1000 réplicas de la base de datos utilizada para desarrollar el
modelo y comprobar que la mediana e intervalos de confianza al 95% de los parametros PK

simulados fueran comparables a los valores medios estimados por el modelo. Asimismo, se



realizd una evaluacion visual predictiva (VPC) para analizar si, mediante simulaciones, el
modelo reproducia la tendencia central y la variabilidad de los datos observados.

La validacion externa se realizO con un grupo de pacientes distinto al grupo de
pacientes incluidos en la construccion del modelo PK. Las concentraciones reales de MEM en
el grupo de validacion se compararon con las concentraciones estimadas por el modelo
poblacional final y se evalué la precision y exactitud de cada modelo mediante el calculo de

errores medios de prediccion.

3.4 Simulaciones de Monte Carlo para obtener regimenes de dosificacion

A partir del modelo PK final, se realizaron simulaciones de Monte Carlo (n=1000) para
determinar la probabilidad de alcanzar el objetivo PD (PTA, por sus siglas en inglés) con
diferentes regimenes de dosificacion. El régimen de dosificacion se consider6é adecuado si el
valor del PTA era 290% vy los objetivos PK/PD a alcanzar fueron 50 y 100%fT>MIC.

Los regimenes simulados se definieron en funcion de la combinacién de las siguientes
variables: dosis (500, 1000, 1500 y 2000 mg), tiempo de infusién (0.5, 1, 2 y 3 h), intervalo de
dosificacion (6, 8, 12 0 24h) y CLCr (de 20 hasta 180 mL/min/1.73m?).

Posteriormente se utilizaron los resultados de PTA para realizar el célculo de la fraccién
de respuesta acumulada (fractional target attainment: FTA) la cual hace referencia a la
probabilidad de éxito de un régimen de dosificacion frente a una infeccién producida por una
cepa de un microorganismo teniendo en cuenta la distribucion de frecuencias de los valores
de CMI.

La FTA para MEM fue estimada para las siguientes bacterias Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Si el valor de FTA es
285% el régimen se consider6 adecuado para tratar de manera empirica a un paciente

infectado por un microorganismo del cual no se conoce su sensibilidad.



4. Resultados y Discusién

4.1 Método de HPLC-UV/Vis para cuantificacion de meropenem

Se implemento y valido el método para la cuantificacion de MEM en muestras plasmaticas
el cual mostro linealidad en un intervalo de concentraciones de 1- 50 pg/mL de MEM (r?>0.99)
con un recobro de 98.19% (rango 91.02%-101.74%) (CV= 1.7%). El limite de deteccion fue de
0.093 pg/mL. MEM logro ser identificado y cuantificado por el método cromatogréfico de HPLC-
UV/Vis con un tiempo de retencion de 4.3 min en un tiempo de corrida de 5 min

El método fue preciso y exacto dado que en la evaluacion de la repetibilidad y
reproducibilidad del mismo se obtuvieron coeficientes de variacion en un rango del 1.6 al 9.4%
De igual manera el % de desviacion fue <15% para las muestras control y <20% para la

muestra limite inferior de cuantificacion.

Se comprobé la ausencia de interferencias significativas causadas por matriz hemolizada
o lipémica, asi como por anticoagulantes y farmacos de uso comun en pacientes criticos con

lo cual el método demostrd ser selectivo para cuantificacion de MEM en muestras plasméticas.

Finalmente se demostré que MEM es estable en plasma durante 3 ciclos de congelacién-
descongelaciéon y en condiciones de almacenamiento (-80°C) hasta por 90 dias
(%desviacion<15%). Sin embargo, las muestras procesadas en el automuestreador, el cual se
mantiene a temperatura ambiente, fueron inestables a corto plazo (< 4 horas) por lo cual dichas
muestras debian ser resguardadas en refrigeracion y colocadas en el automuestreador 5

minutos antes de ser inyectadas en el equipo cromatografico.

Se analizaron 229 muestras de 78 pacientes criticos para cuantificar las concentraciones
de MEM. La mediana de concentracién de MEM fue de 10.04 pg/mL con un rango de 1.08-
49.41 pg/mL.

4.2 Modelo farmacocinético poblacional: desarrollo y validacién

El modelo farmacocinético final describe la farmacocinética de MEM, también explica

parte de la variabilidad interindividual en los parametros farmacocinéticos.



La validacion interna del modelo poblacional mediante el andlisis de VPC vy la técnica de
bootstrap mostraron la estabilidad y precision de los pardmetros estimados con el modelo

final.

La validacién externa realizada demostr6 la adecuada capacidad predictiva del modelo
final a través del célculo de los errores medios de prediccion.

Los resultados de este estudio se describen a detalle en el articulo “Population
pharmacokinetics of fluoxetine and its metabolite norfluoxetine in psychiatric adult patients”

enviado para su publicacién a la revista European Journal of Clinical Pharmacology.
4.3 Simulaciones de Monte Carlo para obtener regimenes de dosificacion

Se realizaron un total de 128 simulaciones estocésticas con el modelo PK poblacional final
de MEM. Se obtuvieron diferentes opciones de regimenes de dosificacion que cumplian con
los objetivos PK/PD de 50% y 100%fT>CMI.

Asimismo se realizé el andlisis correspondiente para calcular la probabilidad de que la
terapia con MEM tuviera éxito frente a una infeccion producida por patégenos Gram-negativos
de interés (Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae), teniendo en cuenta la distribucién de frecuencias de los valores de
las CMI’s. Se encontraron diferentes regimenes de dosificacion que podrian ser utilizados
como terapia empirica para tratar infecciones causadas por los patégenos Gram-negativos

antes mencionados ya que alcanzan los objetivos PK/PD propuestos.

Los resultados de este estudio se describen en el articulo “Meropenem dosing regimen
optimization for critically ill patients through population pharmacokinetics and
pharmacodynamic target attainment” enviado para su publicacion a la revista Journal of

Antimicrobial Chemoterapy.
5. Conclusiones

Se cuenta con un método analitico de HPLC-UV/Vis para la cuantificacion de MEM en
plasma de manera confiable que podria ser aplicado en la practica clinica. Se desarroll6 un
modelo PK poblacional de MEM en pacientes criticos mexicanos a partir del cual se

desarrollaron regimenes de dosificacién que optimizan la terapia antibacteriana.
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