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INTRODUCCION

El monitoreo terapéutico de farmacos es un proceso critico en el manejo clinico de pacientes,
especialmente en aquellos tratamientos que requieren una dosificacion precisa vy
personalizada, como es el caso de la vancomicina. Este antibidtico glucopéptido de amplio
espectro es utilizado extensamente en la practica médica para tratar infecciones graves
causadas por bacterias Grampositivas, principalmente por bacterias resistentes a otros
antibiéticos, como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). Debido a la
toxicidad potencial y las variaciones en la farmacocinética entre diferentes pacientes, es
crucial monitorear sus niveles en el cuerpo para asegurar una eficacia terapéutica adecuada

y minimizar los efectos adversos. (MSD Manual, s.f.) (Laurent, F., 2005)

El presente trabajo de investigacion se enfoca en la "Determinacion de vancomicina en
muestras bioldgicas para su monitoreo terapéutico". Este estudio se llevé a cabo en el Centro
Médico Naval de la Secretaria de Marina, donde se aplicaron técnicas avanzadas de
cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UPLC) para cuantificar con precision las
concentraciones de vancomicina en las muestras biolégicas de los pacientes. La eleccién de
esta metodologia se fundamenta en la necesidad de obtener datos altamente confiables que
permitan a los profesionales de la salud ajustar las dosis de vancomicina de manera precisa,

optimizando asi el tratamiento y reduciendo el riesgo de toxicidad.

El proyecto también representa una valiosa oportunidad de aplicar conocimientos tedéricos en
un entorno clinico real, lo que contribuye significativamente al desarrollo profesional en el
campo de la farmacocinética clinica. La integracion de estas habilidades practicas con la
teoria proporcionara una base solida para futuras investigaciones y aplicaciones en la

monitorizacién terapéutica de medicamentos.

JUSTIFICACION

El presente proyecto, gentilmente asignado por el area de Farmacocinética Clinica del Centro
Médico Naval de la Secretaria de Marina, constituye una invaluable oportunidad para ampliar
y aplicar mis conocimientos en el campo de la farmacocinética, especialmente en relacion
con el uso de equipos cromatograficos, asi como en el desarrollo y validaciéon de métodos
analiticos en el ambito hospitalario. Este proyecto tiene como objetivo principal cuantificar las
concentraciones de vancomicina en sangre de pacientes con diversas caracteristicas que

pueden influir en el metabolismo de este medicamento, ya que, este compuesto presenta una
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cantidad importante de reacciones adversas en el Centro Médico Naval de la Secretaria de
Marina, por lo que realizar un seguimiento farmacoterapéutico basado en las concentraciones
de vancomicina en matriz biolégica es un objetivo notable para la institucion que brindara
abundantes beneficios que van desde la correcta prescripcion de este antibidtico en pacientes
ambulatorios, hasta la prevencion de reacciones adversas en pacientes de todas las areas
que lo requieran en cualquier momento.

En el transcurso de este proyecto, tendré la oportunidad de aplicar y perfeccionar mis
habilidades en el manejo de equipos cromatograficos, una competencia técnica de gran
relevancia en el ambito de la farmacocinética. La utilizacion de cromatografia para cuantificar
las concentraciones de vancomicina en muestras bioldgicas permitirda obtener resultados
precisos y reproducibles, contribuyendo asi a una toma de decisiones clinicas mas
fundamentada. La participacién en el desarrollo y validacién de métodos analiticos implica
establecer la robustez y fiabilidad de las técnicas empleadas para garantizar la exactitud y la
reproducibilidad de los resultados. La validacion de métodos analiticos es esencial en la
obtencion de datos confiables y constituye una destreza técnica que contribuira
significativamente a mi formacién profesional.

La realizacién de este proyecto en el Centro Médico Naval representa una oportunidad unica
para integrar conocimientos tedricos con habilidades practicas en un entorno clinico
especializado. Contribuir al monitoreo y ajuste de la terapia con vancomicina es una
responsabilidad crucial que, ademas de beneficiar a los pacientes, me permitira consolidar mi

formacion académica y profesional en el campo de la farmacocinética.
OBJETIVOS
Objetivo General
Cuantificar con precision las concentraciones de vancomicina en pacientes para contribuir al
monitoreo de terapias, evitando efectos adversos y consolidando conocimientos tedricos con
experiencia practica en farmacocinética clinica.
Objetivos especificos
o Adquirir destrezas especificas en el manejo de equipos cromatograficos para

garantizar una cuantificacién precisa de las concentraciones de vancomicina en las

muestras biologicas de los pacientes.



e Aplicar los conocimientos tedricos en farmacocinética clinica para realizar
contribuciones efectivas al monitoreo terapéutico de pacientes, minimizando riesgos
de efectos adversos y optimizando la terapia con vancomicina.

e Lograr una integracion exitosa en el entorno clinico del Centro Médico Naval,
aprovechando la oportunidad para consolidar la teoria aprendida con la experiencia

practica, enriqueciendo asi la formacion profesional.

ANTECEDENTES

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC): es una técnica de quimica analitica que
tiene la capacidad de separar, identificar y cuantificar los compuestos presentes en cualquier
muestra que se pueda disolver en un liquido. Hoy en dia, los compuestos en concentraciones
de trazas tan bajas como partes por trillon (ppt) se pueden identificar facilmente. La HPLC se
puede aplicar a practicamente cualquier muestra, como productos farmacéuticos,
alimentarios, nutracéuticos, cosméticos, matrices ambientales, muestras forenses vy

productos quimicos industriales. (Waters Corporation, s.f.)

Fase estacionaria: material que permanece dentro de la columna cromatografica durante la
cromatografia y que retiene algun componente de la muestra, posee una gran area superficial
y puede ser un solido o un liquido dispuesto sobre un sdlido que actua como soporte.
(Sgariglia, M. A., et. al., 2010)

Fase movil: es un fluido que puede ser liquido, gas o fluido supercritico que se usa como
portador de la mezcla y que se hace pasar a través de la columna cromatografica y la fase

estacionaria. (Sgariglia, M. A, et. al., 2010)

Tiempo de retencion: tiempo entre la inyeccidon de las muestras y la seial de picos maxima

del analito en un cromatograma. (Thermo Fisher Scientific, s.f.)

Separacion de los compuestos: la separacion fisica de los compuestos ocurre en la fase
estacionaria de la columna. Después de la elucidn de la columna, los componentes separados

de la muestra viajan hasta el detector. (Thermo Fisher Scientific, s.f.)

Medicamentos concomitantes: corresponde a otros medicamentos que también esté

utilizando el paciente durante el uso del medicamento sospechoso. (Laboratorios Chile, s.f.)



Estandar interno: un estandar interno es una sustancia quimica anadida en cantidades
constantes a las muestras, blancos y estandares en un experimento analitico. Este estandar
actua como referencia interna para compensar posibles variaciones en el proceso de analisis,
tales como pérdidas durante la preparacion de la muestra, fluctuaciones en la respuesta del
detector, o variaciones en el volumen de inyeccion. Al comparar la respuesta del analito con
la del estandar interno, se mejora la precision y exactitud de la cuantificacion, permitiendo

resultados mas fiables. (Skoog, D., et. al., 2014).

Sustancia de referencia: es un material con propiedades fisicas, quimicas o biolégicas bien
definidas y conocidas, utilizado como patrén para calibrar instrumentos, evaluar un método
analitico, o asegurar la calidad de los resultados en un analisis. Estas sustancias son
esenciales para garantizar la exactitud y precision en las mediciones y suelen estar
certificadas por organismos oficiales. Se utilizan en la validacion de métodos analiticos y en

la verificacion de su desempefio a lo largo del tiempo. (1.S.0., 2014)

METODOLOGIA

El presente proyecto de investigacion consta de la capacitacion, uso y manejo del equipo
UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) de la empresa Waters para la
identificacién, separacion y cuantificacién de vancomicina y sus concomitantes en matriz
biolégica por medio de extracciones con solventes organicos y otros compuestos

precipitadores de proteinas.

Durante la primera etapa de estancia en el Centro Médico Naval de la Secretaria de Marina
se procuro la capacitacién para el uso y manejo del equipo UPLC por parte de un capacitador
externo de la empresa Waters. Posteriormente, el asesor externo colaboré activamente con
amplia disposicion de ensefianza de técnicas para el empleo del equipo. Como introduccién
a la practica, se aprendié a encender el equipo de UPLC e iniciar sesién en el ordenador de
manera adecuada, ya que el cromatdgrafo podria presentar variaciones si no se siguen los
procedimientos pertinentes desde su encendido e inicio de sesion.

El asesor externo se encargo de la preparacion de las sustancias de referencia ya que son
compuestos que deben manejarse con mucha precaucion para asegurar la integridad fisica
de quien los manipula, por otro lado, el costo de estos es muy elevado y se debe tener
asesoria previa para evitar pérdidas. Inicialmente se mostré el método de preparacion de las
sustancias de referencia con Vancomicina de referencia. El asesor externo explico la

informacion previa necesaria para la preparacion de estas sustancias, ya que no todos los
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compuestos son solubles ni compatibles con ciertos solventes. Por lo tanto, se indagé sobre
las propiedades y la pureza de la vancomicina de referencia en articulos de investigacion y
bases de datos de compuestos como lo es DrugBank y PubMed.

Por otro lado, el asesor externo mostré como preparar disoluciones pertinentes para que el
detector del equipo UPLC realizara el analisis del analito de interés. Algunas inyecciones de
prueba se llevaron a cabo para observar el funcionamiento del sistema y asi, tener una idea
mas clara de la operacion de una cromatografia de ultra alta eficiencia. Aunado a esto, se
explicaron diversas diferencias generales que existen en las columnas cromatograficas de un
UPLC y de un HPLC convencional, ya que en un UPLC las columnas son mas cortas y
estrechas, por lo que el analito de interés es detectado mas rapido que con una columna mas
larga de HPLC convencional, por otro lado, las columnas de UPLC presentan mayores
presiones dentro de ellas, pero con mejor resolucion.

En esta primera fase se logré una mejor compresién del funcionamiento del equipo UPLC,
suficiente para el manejo basico de éste, sabiendo realizar parcialmente analisis isocraticos,

secuencias cromatograficas, gradientes y analisis de resultados de corridas cromatograficas.

El asesor externo propuso desarrollar un método de identificacion de vancomicina y sus
concomitantes por medio de la cromatografia liquida de ultra alto rendimiento. Esto fue
gracias a que el area de Terapia Intermedia nos proporciond los datos de los concomitantes

mas utilizados con vancomicina en pacientes dentro de esta area.

Medicamentos concomitantes

1. Acido tranexamico 15. Diazepam 30. Metronidazol

2. Alfadornasa 16. Dobutamina 31. Midazolam

3. Amikacina 17. Dopamina 32. Milrinona

4. Ampicilina 18. Epinefrina racémica 33. Norepinefrina

5. Anfotericina B 19. Etamsilato 34. Palivizumab

6. Bromuro de 20. Fentanilo 35. Paracetamol
ipratropio/salbutamol 21. Fenitoina sédica 36. Piperacilina-

7. Bumetadina 22. Fitomenadiona Tazobactam

8. Buprenorfina 23. Fluconazol 37. Prostaglandinas

9. Cefepima 24. Furosemida 38. Budesonida

10. Cefotaxina 25. Hidralazina 39. Salbutamol en

11. Ceftriaxona 26. Ketorolaco aerosol

12. Citrato de cafeina 27. Levetiracetam 40. Salbutamol en

13. Curosurf 28. Lidocaina 2% solucién

14. Dexmedetomidina 29. Meropenem 41. Vasopresina



42. Bromuro de 43. Ketoprofeno 45, Tramadol

vecuronio 44, Metamizol

Materiales

Se utilizan equipos tales como un UPLC Aquity de la empresa Waters, balanza analitica
RADWAG, congeladores y ultra-congeladores, centrifugadoras de piso y de mesa, bafio seco
termoblock, agitador vortex; instrumentos tales como micropipetas Mettler Toledo y columnas
cromatograficas Waters; reactivos, sustancias de referencia, medicamentos y fases moviles.
Todos lo mencionado anteriormente fue proporcionado por las areas de Farmacocinética

Clinica, Farmacotecnia, Patologia y Biologia Molecular.

Métodos

Identificacién de vancomicina y su estandar interno.

Dentro del laboratorio de Farmacocinética Clinica se encuentran diversas sustancias de
referencia como fluconazol, metamizol sédico, vancomicina, claritromicina y tacrolimus. De
alguna de estas sustancias se debe elegir una para ser el estandar interno, por lo tanto, se
analizan cada una de ellas por medio del equipo UPLC para determinar cual presenta una
mejor respuesta para el tipo de detector con el que se cuenta. Después de utilizar los
solventes con los que se cuenta dentro del laboratorio con cada una de las sustancias de
referencia, respectivamente, se determina que utilizar acetonitrilo (ACN) en una proporcion
del 100% para disolver claritromicina de referencia muestra la mejor respuesta, por lo que
este ultimo se elige como estandar interno. De acuerdo al logP de 1.1 de la vancomicina de
referencia, se determina que utilizar agua ultrapura (no desgasificada) como solvente es la
mejor opcién.

Se decide realizar una disolucion 1/10 de la solucién de 1mg/mL de vancomicina para que
ésta pueda ser analizada por el UPLC a una concentracion menor. La inyeccion inicial se
realiza con 50% agua ultrapura y 50% acetonitrilo. Posteriormente se realizan algunas
inyecciones mas de esta misma disolucion para corroborar que los resultados sean
confiables, mas tarde, se inyectd varias veces la misma muestra a diferentes proporciones de
fase movil, por lo que con anterioridad se realizé un equilibrio del sistema y de la columna
para evitar variaciones o alteraciones no deseadas en el cromatograma. El equilibrio de la
columna se determiné de acuerdo a las instrucciones del proveedor de la columna, por lo
tanto, un aproximado de 10 - 20 voliumenes de columna fueron necesarios para equilibrar la
columna, con esto, se ajustd el flujo y se calculd el tiempo necesario con las siguientes

formulas:



Ve = (rx1r?xLc)Veq

Teq =VcxVf

o Ve volimenes de columna (mL).

e r?:radio de la columna al cuadrado (mm).

e Lc longitud de la columna (mm).

o Veq: voliimenes de columna requeridos para equilibrio.
o Vf volumen de flujo (mL/min).

o Teq: tiempo de equilibrio (min).

Para el caso de la claritromicina, el logP es 3.18, por lo que se toma la decision de disolverlo
con acetonitrilo al 100%. Del mismo modo que con vancomicina, se realizé una disolucion
1/10 para realizar un analisis en el UPLC. Se utilizé el mismo procedimiento de inyeccion y
corrida cromatografica que con el compuesto anterior para verificar el tiempo de retencion de
ambos e intentar que cada uno pueda eluir tiempos diferentes. Después de realizar diversas
pruebas de proporcion de fase mévil con el analito de interés y su estandar interno, se

determiné que una proporcién de 70% agua y 30% acetonitrilo era la mas apropiada.

Identificacién y comparacion de concomitantes

De acuerdo a la informacién de los medicamentos concomitantes proporcionados, se da la
tarea de reunir cada uno de ellos. Posteriormente, se utiliza un concomitante con logP alejado
de 1 para obtener un tiempo de retencion diferente y probar si el método utilizado era viable
para la mayoria de los medicamentos propuestos.

Se realizan multiples disoluciones de cada uno de los concomitantes con el propdsito de que
todos al final de la disolucion se encontraran dentro de una concentracion de 1 a 10 pg/mL.
Al ser un procedimiento tan tardado, se optd por realizar una secuencia de inyecciones en las
cuales se programa para realizar tres corridas cromatograficas a dos volumenes de
inyecciones diferentes (3 y 5 pyL) con el propésito de observar si el pico de cada uno crece
proporcionalmente de acuerdo al volumen inyectado. Terminadas las inyecciones, se procede
a probar la separacion de los concomitantes mediante la comparacion de todos los

concomitantes, estandar interno y analito de interés.

Curvas de calibracién
Para linealizar el proceso de cuantificacion y saber cuanto analito se puede analizar, se

procede a realizar una curva de calibracion para vancomicina con 8 puntos. Se toman en



cuenta dos curvas: la curva de calibracién en solucién con vancomicina (CCS) y la curva de

calibracion en plasma (CCP). CCS contiene una concentracién precisa de vancomicina en

cada punto, con el propésito de tomar alicuotas de cada uno de los puntos para realizar a

CCP, que esta ultima nos sirve para afadir la vancomicina a plasma, y partiendo de esto,

realizar las extracciones pertinentes. Las tablas siguientes indican la proporcion de solvente,

vancomicina y plasma que se debe de agregar respectivamente a cada punto:

Tabla 1. Curva de calibracion en solucién de vancomicina

Solucion A (1mg/mL)

Volumen (uL)

Dilucién ACN:Agua en
proporcion 1:1 (uL)

Volumen final (uL)

Concentracion final (ug/mL)

CCs1 100 900 1000 100
CCs2 200 800 1000 200
CCs3 300 700 1000 300
CCs4 400 600 1000 400
CCSs5 500 500 1000 500
CCs6 600 400 1000 600
Ccs7 700 300 1000 700
CCss8 800 200 1000 800

Tabla 2. Curva de calibracion en plasma

CCSs
Volumen (uL) Plasma (uL) Volumen final (uL) Concentracion final (ug/mL)
CCP1 50 950 1000 5
CCP2 50 950 1000 10
CCP3 50 950 1000 15
CCP4 50 950 1000 20
CCP5 50 950 1000 25
CCP6 50 950 1000 30
CCP7 50 950 1000 35
CCP8 50 950 1000 40

Extracciéon de vancomicina y estandar interno

Al existir diversas formas de precipitar las proteinas del plasma y extraer el analito de interés,

se propone la idea de probar con diversos solventes para evaluar el método que extrae mayor
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cantidad de ambos compuestos. Cabe resaltar que se integran algunos pasos extras a la

metodologia establecida para analizar si es posible mejorar la metodologia de extraccion.

Realizar dos disoluciones de
vancomicina en agua ultrapura:

Cuva de calibracién y Tomar una alicuota con 5pgfmLy
extraccién de CCS1: 100 pg/mL 40pg/mL de CCS1y CCS8,
vancomicina y su Y respectivamente.
estandar interno CCS8: 800 pg/mL Esto para realizar CCP1y CCP8.
para tomar los dos extremos de la curva. ‘|’

Aforar a 1000 pL con plasma.

l

Tomar 100pL de plasma cargado
con vancomicina de CCP1y CCP8.

Afiadir 20pg/mL del estandar
Agitar en el vortex «——— interno proveniente de una —
solucién con acetonitrilo.

l

Aiadir 0.1M de solucién de

ZnS0O4
Aradir 500pL de uno de los
siguientes solventes:
* Acetonitrilo . A Centrifugar a 10,000 rpm Congelar 10
—— Agitar en el vértex —— e

= Acetonitrilo con isopropanol
en proporcidn 11
* Metanol l

por 5 minutos. minutos a -20°C

* Isopropanol

Decantar el sobrenadante al vial
— para inyeccién y corrida
cromatografica

Nota: las flechas y cuadros azules Final
indican pasos opcionales como un
método experimental.

Figura 1. Diagrama de flujo de extraccion de vancomicina y su estandar interno.

Durante el proceso de analisis de vancomicina se presentan diversas dificultades debido a
multiples factores que afectan la estabilidad de la muestra, asi como también a la fase movil
y estacionaria. Por eso, se probaron diversos métodos con fases estacionarias mas cortas o
largas, con fases estacionarias diferentes como: C18, C8, Phenyl y C18 con endcapping;
también se probo el uso de proporciones diferentes de fase mévil con buffer de acetato de
amonio, acetonitrilo, agua ultrapura, agua ultrapura alcalinizada con hidréxido de amonio y
agua acidificada con acido acético o combinaciones de éstos para ver el desplazamiento del
tiempo de retencion. Aun después de estos cambios, no se aprecié una consistencia en la
repetibilidad del experimento, por eso se optd por usar el método mas estable que consistia

en utilizar una proporcién mayoritariamente de buffer de acetato de amonio 5y 10 mM.
RESULTADOS

En las primeras pruebas obtenidas de la identificacion de vancomicina, se aprecia la

presencia de vancomicina con un tiempo de retencién de aproximadamente 2.3 minutos.



Figura 2. Cromatograma y espectro UV de vancomicina

En la figura 3 podemos apreciar que el tiempo de retencién de claritromicina es de
aproximadamente 4.5 minutos, por lo que es viable que este sea el estandar interno de

vancomicina.

Figura 3. Cromatograma y espectro UV claritromicina
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Figura 4. Comparacion de cromatogramas de vancomicina y claritromicina.

En la figura 5 se aprecia una inflexion antes de la sefial resultante de vancomicina, por lo que
se decide realizar otra inyeccion, y el resultado es el mismo. Cabe mencionar que
aproximadamente cada 3 - 4 semanas se realizaba una disolucién de vancomicina de
referencia nueva para evitar el analisis de muestras degradadas, ya que estas pueden
presentar menos respuesta o incluso algun producto de degradacion que afecte a la lectura

del analito de interés.

Figura 5. Cromatograma y espectro UV de vancomicina
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Figura 6. Cromatograma de respuesta de la extraccion de vancomicina y

claritromicina con acetonitrilo

CONCLUSION

No fue posible cuantificar la vancomicina debido a la inconsistencia de los cromatogramas
obtenidos con los métodos propuestos. Aunque se intenté un acercamiento a la
cuantificacion, no se logré obtener resultados reproducibles entre diferentes inyecciones y
dias. Se considera que varios factores criticos afectaron los métodos utilizados, como el uso
de agua no desgasificada, que sélo se desgasificaba al obtenerla de los almacenes de agua
ultrapura del area de ingenieria biomédica. Sin embargo, al caer el agua se llenaba
nuevamente de burbujas debido al flujo inadecuado del grifo de estos almacenes. Otro factor
relevante fue que las soluciones de fase mévil no se desgasificaban ni filtraban diariamente,
como lo recomienda el fabricante. Estas limitaciones se deben a la falta de recursos en el

area, que es nueva y aun se encuentra en proceso de establecimiento dentro del hospital.

En conclusion, no se logrd validar un método para cuantificar vancomicina en muestras
bioldgicas. Sin embargo, se espera que, en el futuro, la implementacién de equipos de bafios
ultrasénicos y de filtracion pueda mejorar la reproducibilidad de los analisis cromatograficos

y facilitar el establecimiento de un método analitico adecuado para este propdsito.
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