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Objeto 3

El objeto de esta Tesis es el estudio electroquimico, espectrofotométrico y
cromatografico de la cefepima, una cefalosporina de cuarta generacion de importante
actividad antibacteriana, con el fin de establecer procedimientos analiticos para su
determinacion en plasma, liquido cefalorraquideo y orina. Este estudio tiene gran interés dado
que este farmaco ha sido desarrollado en los ultimos afios y es de gran uso en pacientes con

neumonia nosocomial.

Para alcanzar los objetivos marcados se establecido un plan de trabajo, que puede

resumirse en las siguientes etapas:

v Recopilacion y analisis de los antecedentes bibliograficos sobre los métodos analiticos
en la determinacion de este compuesto, sobre las propiedades fisico-quimicas y

propiedades generales, que sirvan de base a la planificacion de las etapas posteriores.

v Estudio del comportamiento electroquimico de la cefepima, empleando diferentes
técnicas voltamperométricas, estableciendo la influencia de las variables que
intervienen, con el objeto de desarrollar métodos electroquimicos para la

determinacion de este compuesto en fluidos bioldgicos.

v' Estudio de las posibilidades espectrofotométricas de la cefepima realizando la

determinacidn de sus constante de disociacion.

v Desarrollo de un método de analisis mediante cromatografia liquida de alta eficacia

para la determinacion de la cefepima y su aplicacion a muestras de fluidos biologicos.



CAPITULO 1

INTRODUCCION
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En este capitulo se va a recoger, de forma generalizada, las caracteristicas mas
importantes de las cefalosporinas, incluyendo desde aspectos farmacodindmicos y
farmacocinéticos hasta antecedentes bibliograficos sobre los métodos instrumentales
empleados en la determinacion de estos farmacos. Esta metodologia se aplicara al

estudio monografico del farmaco objeto de esta memoria como es la cefepima.

1.1.- CEFALOSPORINAS

Las cefalosporinas son uno de los grupos de antibioticos mas utilizados en
medicina; pertenecen, como las penicilinas, los monobactanes y los carbapenemes, al

grupo de los betalactamicos y generan un importante gasto dentro de la salud publica.

En 1945 Giuseppe Brotzu mantenia la hipdtesis de que la antibiosis podia ser la
causa de la destruccion de los bacilos tifoifeos de las aguas residuales. Tomd una
muestra de agua de mar, proxima al desagiie del alcantarillado de Calgary en Italia, y
aislo el hongo Cephalosporium acremonium, que demostrd poseer un amplio espectro
bactericida. En 1948 publicé estos resultados [1] y envio una copia de este trabajo y un
cultivo del hongo a la Escuela de Patologia William en Oxford, donde conjuntamente
con Edward P. Abraham y su equipo, encontraron que este hongo inhibia el crecimiento
de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, y que producia como minimo
dos antibidticos. El primero fue denominado cefalosporina P (con actividad sobre Gram
positivos), era de naturaleza esteroidea y con poca actividad antimicrobiana, semejante
al acido fusidico encontrado una década mas tarde. En 1949, descubrieron un segundo
antibiotico mas interesante, con un intervalo mas amplio de actividad, incluidos Gram
negativos, la cefalosporina N [2]. Se comprobd que estaba formado por un péptido
inestable de estructura similar a la penicilina, por lo que pasé a denominarse penicilina
N. Un tercer antibiotico producido por el hongo, la cefalosporina C, se descubrié como
consecuencia de estudios quimicos con la penicilina N, encontrandose por
cromatografia una nueva sustancia con diferente absorcion ultravioleta, y de su
estructura quimica derivaron las primeras cefalosporinas de uso clinico [3-5]. En la

Figura 1.1 se representa la estructura quimica de la cefalosporina C.
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Figura 1.1. Estructura de la cefalosporina C.

Desde la comercializacion de la cefalotina en el afio 1962, las cefalosporinas han
ascendido a una posicidn de distincidon en el mundo de los antibidticos, y han llegado a
adquirir gran importancia en el tratamiento de las infecciones bacterianas por su relativa
baja toxicidad, amplio espectro antibacteriano, actividad bactericida y actividad frente a

betalactamasas.

1.1.1.- CLASIFICACION

En la década de los setenta, cuando el numero de cefalosporinas disponibles era
aun relativamente pequefio y tenian ademas la particularidad de presentar una actividad
antibacteriana similar, era facil distribuirlas en tres grupos, atendiendo a la via de
administracion mas frecuentemente empleada: oral, intramuscular e intravenosa. Dentro
de cada grupo, los compuestos eran mas o menos idénticos en cuanto a su eficacia
clinica [6]. No obstante, se pudo comprobar que cada nueva cefalosporina que iba
apareciendo poseia un intervalo de actividad distinto, un perfil de resistencias a las
betalactamasas caracteristico 'y diferente, asi como distintas propiedades
farmacocinéticas. Por tanto, fue necesario ordenar el amplio nimero de cefalosporinas,
a fin de facilitar la comunicaciéon cuando se hace referencia a este grupo de agentes

antimicrobianos.

A las cefalosporinas se las puede clasificar por su estructura quimica, su
farmacocinética, su resistencia a las betalactamasas, por otras propiedades e incluso
combinando dos o mas criterios, pero a efectos practicos la que mas €xito ha tenido es la
clasificacion arbitraria por generaciones, que esta basada en su actividad

antimicrobiana. En la Tabla 1.1 se recoge la clasificacion de las cefalosporinas.
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Tabla 1.1. Clasificacion de las principales cefalosporinas por generaciones.

Primera Segunda Tercera Cuarta
Cefalotina Cefoxitina Cefotaxima | Cefpiroma
Cefalexina | Cefamandol | Cefsulodina | Cefepima

Cefaloridina | Cefuroxima | Cefoperazona
Cefazolina Cefaclor Latamoxef
Cefapirina Cefmetazol | Ceftriaxona
Cefradina Cefotian Ceftizoxima

Cefaloglicina | Cefonicid Ceftazidima

Cefazedona Cefotetan | Cefmeroxima
Cefacetrilo Cefprozilo | Cefpiramida

Cefadroxilo | Loracarbef Cefixima

Cefterama
Cefminox
Cefpodoxima
Cefnidir
Cefetamet
Ceftibuteno
Cefozopram

Las cefalosporinas de primera generacion son activas frente a bacterias Gram
positivas y algunas Gram negativas; las de segunda generacion aumentan su actividad
frente a bacterias Gram negativas, aunque la disminuyen ligeramente frente a Gram
positivas; las de tercera y cuarta generacidn son muy activas en bacterias Gram
negativas, pero menos frente a Gram positivas, salvo excepciones. Las de cuarta
generacidn, ademas de tener actividad frente a cocos Gram positivos y Gram negativos,
incluye en su espectro a Pseudomonas aeuroginosa

y muchas enterobacterias

productoras de betalactamasas cromosdmicas inducibles.
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1.1.2.- ESTRUCTURA QUIMICA

La molécula de la cefalosporina C es semejante a la de la penicilina, ya que
posee un anillo betalactamico, en este caso unido a un anillo dihidrotiazinico y un
residuo aminodipidico. Por hidrélisis acida de la cefalosporina C se consigue el acido 7
amino cefalosporinico, representada en la Figura 1.2, formado también por la union de
los dos anillos, betalactamico y dihidrotiazinico, el cual representa la estructura basica
para el desarrollo de las futuras cefalosporinas. Esta molécula tiene varios sitios de
potencial manipulacion quimica, como se muestra en la Figura 1.3; las modificaciones
con significacion terapéutica importante se han realizado en el &tomo de azufre y en las
posiciones 7 (R;) v 3 (Ry), dando lugar a las diferentes cefalosporinas que hoy

conocemos [7,8].

HaNNC

Figura 1.2. Acido 7-amino cefalosporinico.

H
R]_T N
N
(@] S Ry

Figura 1.3. Puntos de modificacion del acido 7-amino cefalosporinico.
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Por lo general, las distintas sustituciones en posicion 3 del anillo dihidrotiazinico
se asocian con modificaciones en la farmacocinética del producto; las sustituciones en
la posicion 7 del acido 7-amino cefalosporinico determinan diferente actividad

antimicrobiana.

Como ejemplo de lo anteriormente descrito, tenemos que la presencia de un
grupo metoxiimino en la posicion 7, como se encuentra en la cefuroxima, cefotaxima,
ceftizocima, ceftriazona y cefepima, confiere mayor estabilidad betalactamica [9]; la
ceftazidima tiene un grupo propilcarboxil en este sitio que produce una mayor actividad

contra Gram positivos [10].

La cefoxitina y el cefotetan se distinguen por la presencia de un grupo metoxi en
la posicion 7 que le confiere resistencia a las betalactamasas de los gérmenes Gram

negativos, aunque reduce la afinidad por las proteinas fijadoras de penicilinas [11].

La ceftriaxona posee una semidesintegraciéon poco comun relacionada con la
presencia de una triacina en la posicion 3 [12]. La cefalotina, cefapirina y cefotaxima se
convierten en derivados desacetilados debido a que comparten un grupo acetoxi en

dicha localizacion [8].

La hipoprotombinemia y las reacciones similares a disulfiran se deben a la
presencia de un grupo metiltiotetrazol en la posicion 3 de cefamandol, cefotetan y

cefoperazona [13].

Se puede resumir que las modificaciones bioquimicas para mejorar el espectro y
la actividad se dirigen a aumentar la penetracion a través e la pared celular de la
bacteria, disminuir la sensibilidad a las betalactamasas y conseguir mas afinidad por las
proteinas fijadoras de penicilina [14-17]. Cualquier cefalosporina requiere, para ser
eficaz, la estructura tridimensional y sustituciones adecuadas en los distintos radicales

mencionados.
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1.1.3.- MECANISMO DE ACCION

Las cefalosporinas son antibioticos bactericidas que actuan inhibiendo la sintesis
de la pared celular bacteriana. En las bacterias Gram negativas, la pared celular esta
formada por polimeros de fosfolipidos con proteinas, por medio de las cuales forman
poros de comunicacion con el exterior. Debajo de esta cubierta externa esta situada la
capa de peptidoglicano, que es un mucopéptido (mureina) constituido por cadenas
lineales de polisacaridos, N-acetilglucosamina y 4cido N-acetilnuramico, unidas entre si
por cadenas cortas de péptidos. Las bacterias Gram positivas tienen una pared mucho
mas sencilla, formada fundamentalmente por mureina. La estructura rigida de la pared
celular bacterina se debe al peptidoglicano, por lo que una interferencia en su biosintesis
puede dar lugar a una pérdida de la forma de la célula y del contenido interno de la

misma, produciéndose la lisis y muerte de la bacteria.

La biosintesis de la pared bacteriana es un proceso complicado en el que
intervienen gran numero de enzimas y que puede dividirse en tres etapas distintas. En la
primera etapa un precursor de la pared celular, el uridin difosfato (UDP)-acetil muramil
pentapéptido, se une en primer lugar al fosfolipido y posteriormente a la UDP-N-acetil-
glucosamina de la membrana celular. Este pentapéptido disacarido se enlaza con
subunidades preexistentes en la pared celular para producir un polimero lineal, el
peptidoglicano. La etapa final del desarrollo de la pared, se realiza fuera de la
membrana celular y consiste en la unidén de las cadenas de los polimeros de
peptidoglicano mediante puentes peptidicos [16]. En esta etapa es en la que actiian las
cefalosporinas, impidiendo la transpeptidacion, por inhibicidn competitiva, ya que el
nucleo betalactamico es un analogo estructural de la D-alanil-D-alanina, componente
del pentapéptido del acido muramico. Las enzimas de membrana a las que se unen estos
antibidticos, se denominan proteinas fijadoras de penicilina (PBP) y estan implicadas en
distintas fases de la division celular. Las distintas cefalosporinas presentan diferente
afinidad por las PBP; el efecto antibacteriano dependera de los PBP inactivados y, asi,
si se fijan a las PBP 1a, 1b, 2 6 3 se producira la muerte de la bacteria, pero si se fijan a
las PBP 4, 5 6 6 no habrd muerte celular ya que éstas no son necesarias para la
supervivencia. Morfologicamente, las bacterias bacilares, bajo la accion de
determinadas cefalosporinas, como son la cefalexina, cefradina y cefuroxima a bajas

concentraciones, tienden a producir filamentos, mientras que cuando se las somete a la
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accion de la cefaloridina o cefazolina adquieren forma de esteroplastos. Esto se debe a
la distinta afinidad por las PBP, sobre todo a la 3, de cada uno de los antibioticos. Tal

manera de actuar condiciona que la accion sea bactericida [18].

1.1.4.- RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos constituye una seria
amenaza para el tratamiento efectivo de las enfermedades infecciosas. El aumento de
bacterias resistentes es la consecuencia directa del uso incorrecto y del abuso de los
antibioticos, debiéndose tener en cuenta que los efectos que se derivan de una
inadecuada utilizacion de estos agentes terapéuticos influyen no soélo en la capacidad

para tratar una infeccion sino también en el coste y duracién de los tratamientos [19].

La resistencia a las cefalosporinas puede ocurrir en cualquier paso involucrado
en la actividad del agente antimicrobiano: disminucion de la permeabilidad,
inactivacion por betalactamasas, modificacion de las PBP diana y por la llamada

tolerancia al antibiodtico.

1.1.4.1.- Disminucion de la permeabilidad

Las moléculas betalactamicas deben ser capaces, en primer lugar, de atravesar la
pared celular bacteriana. Aunque los componentes del peptidoglicano de la pared
celular de las bacterias Gram positivas pueden ser atravesados con facilidad, la pared de
las bacterias Gram negativas (compuestas de lipidos, proteinas y polisacaridos) pueden
impedir a los antibidticos betalactamicos que alcancen sus dianas PBP. No obstante, la
pared celular de las bacterias Gram negativas tiene unos canales, formados por proteinas
llamadas porinas, por los que se produce la difusion de materiales al interior de la
bacteria. Estas porinas pueden bloquear el paso de los componentes betalactamicos

dependiendo de su tamafio, carga y propiedades hidréfilas [20].

Las propiedades de la pared celular pueden ser inherentes a una bacteria dada o
ser el resultado de cambios en la estructura de la pared celular por la exposicion a los

antibioticos [21].
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1.1.4.2.- Modificacion de las PBP diana

Las alteraciones en las caracteristicas de union de las PBP con los
betalactamicos constituyen un mecanismo de resistencia importante, como se ha
demostrado en diversas bacterias: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
produce las PBP 2a, que tienen una afinidad marcadamente reducida a la union de las
cefalosporinas [22,23]. Para producir una cepa de Escherichia coli resistente a
cefalexina, cefadroxilo, cefradina, cefalotina, cefuroxima, cefamandol, cefotaxima,
ceftazidima y cefoperazona, solamente es necesario sustituir cuatro aminoacidos de las
PBP 3 [24]. Pero existe ademas otro mecanismo de resistencia que consiste en la
formacién de PBP no esenciales de bajo peso molecular, pero con gran afinidad a los
betalactamicos, con lo que se produce una inmovilizacidén del antibiodtico por estas

proteinas, impidiendo su union con las PBP esenciales.

1.1.4.3.- Tolerancia al antibiotico

La tolerancia al antibidtico es otro mecanismo de resistencia. Las bacterias
poseen enzimas autoliticas que se activan por los betalactamicos dando lugar a la lisis
de la célula. No obstante, en algunas especies bacterianas como Strepfococcus sanguis,
Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus, no se produce la lisis celular debido a
un mecanismo de resistencia, mediante el cual las bacterias pierden estas enzimas
autoliticas. Las cepas mutantes mantienen las concentraciones minimas inhibitorias
caracteristicas de la especie bacteriana, pero mueren muy lentamente, por lo que la
accion del antibidtico en estos casos se puede considerar bacteriostatica mas que

bactericida.
1.1.4.4.- Inactivacion por betalactamasas

El mas importante mecanismo de resistencia bacteriana a los antibioticos
betalactamicos es la produccion de betalactamasas, enzimas que hidrolizan la union

ciclico-amida del anillo betalactamico y lo inactivan [25].

De entre las diferentes clasificaciones propuestas para estas enzimas, la mas

aceptada en la actualidad es la de Bush-Jacoby-Medeiros de 1995 [26], en la que se
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distinguen 4 grupos (de los que, a su vez, el grupo 2 incluye 8 subgrupos) en funcion del
perfil de sustrato, el perfil de inhibicion, el punto isoeléctrico y la secuencia del gen
correspondiente. Con anterioridad Richmond y Sykes [27] habian propuesto otra
clasificacion de las betalactamasas de las bacterias Gram negativas basada en el perfil
de sustrato, y Ambler [28], igualmente, propuso otra clasificacion segun la estructura

molecular de la enzima.

Las enzimas de mayor interés en enterobacterias se incluyen en los grupos 1
(cefalosporinasas pobremente inhibidas por acido clavulénico, clase I de Richmond y
Sykes y clase molecular C de Ambler) y en muchos de los subgrupos del grupo 2. En la

Tabla 1.2 se recoge estos dos grupos de betalactamasas en enterobacterias.
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Tabla 1.2. Principales grupos de betalactamasas en enterobacterias.

Grupo Clase Clase Sustrato
(Bush y | (Richmond- | molecular preferido Enzimas
cols.) Sykes)
1 I C Cefalosporinas Cromosdmicas de clase C
Cefamicinasas plasmidicas
2b 1 A Penicilinas Betalactamasas de
Cefalosporinas espectro ampliado
2be - A Penicilinas Betalactamasas plasmidicas
Cefalosporinas de espectro extendido
Monobactames
2br - A Penicilinas Betalactamasas resistentes
a inhibidores
2¢ I, IV A Penicilinas Carbenicilinas inhibidas
por acido clavulanico
2d A" D Penicilinas Cloxacilinasas
Cloxacilina
2¢ Ic A Cefalosporinas Cefalosporinasas inducibles
de clase A
2f - A Cefalosporinas Carbapenemasas
Penicilinas
Carbapenemes

El nivel de resistencia antibidtica en una poblacion bacteriana, debido a una
betalactamasa, estd determinado por distintas variables: concentracion del antibidtico,
concentracion de la enzima, afinidad del antibiotico por las betalactamasas y de su

estabilidad a las enzimas.
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Las bacterias Gram positivas liberan las betalactamasas directamente a su
entorno. Muchas cefalosporinas, excepto cefaloridina, son pobremente hidrolizadas por
las betalactamasas estafilococicas. Las bacterias Gram negativas liberan las
betalactamasas en su especio periplasmico, lo que las hace mas eficaces para destruir a
las cefalosporinas conforme llegan a través de las porinas. El aumento en la producciéon
de betalactamasas puede dar como resultado la resistencia de la bacteria a las
cefalosporinas. La hiperproduccion de betalactamasas de espectro ampliado, produce
resistencia a las cefalosporinas de primera y segunda generacion. Las betalactamasas
cromosomicas inducibles presentes en muchas enterobacterias, como Enterobacter sp.,
Citrobacter freundii, M. morganii, Seratia sp. y Providencia sp. y en P. aeruginosa
tienen suficiente afinidad por los betalactamicos, como para inactivar a las
cefalosporinas mas desarrolladas. La induccidn se produce generalmente por exposicion

de la bacteria a cefoxitina y cefalosporinas de tercera generacion.

La existencia de genes de betalactamasas en plasmidos y traspasones asegura
que una enzima originalmente producida por un unico grupo de bacterias, mas pronto o
mas tarde, puede aparecer en otros grupos. La amplia difusion del uso de antibidticos
favorece el aumento de resistencias a los antibidticos. De ahi que sea necesario realizar

lo que ha venido a llamarse, un uso racional del medicamento.

1.1.5.- FARMACOCINETICA

Varios de estos antimicrobianos pueden ser absorbidos por via oral: entre las
cefalosporinas de primera generacion cefradina, cefalexina y cefadroxilo; entre las de
segunda generacion cefaclor, cefuroxima axetil y cefprozilo; y entre las de tercera
generacidn cefixima, cefpodooxima proxetilo y ceftibuteno. Destacar el aumento de la
biodisponibilidad oral de las cefalosporinas esterificadas (cefuroxima y cefpodoxima
proxetilo) con los alimentos. El efecto se debe a que los alimentos inhiben la estearasas
intraluminales, lo que reduce la tasa de hidrolisis en el estomago. Los demas agentes
deben ser administrados por via parenteral. En las Tablas 1.3 y 1.4 se presentan algunos

datos significativos de la farmacocinética de estos antibioticos.
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La insuficiencia renal prolonga la semivida de todos los preparados, por lo que
es necesario ajustar la dosis en funcion del aclaramiento de creatinina [29, 30], a

excepcion de la ceftriazona por su doble eliminacion biliar y renal.

Las concentraciones séricas de las cefalosporinas son similares para una dosis y
via de administracion dadas. Entre las cefalosporinas de primera y segunda generacion
solo la cefuroxima es capaz de alcanzar en el liquido cefalorraquideo una concentracion
suficiente para el tratamiento de la meningitis, al igual que las cefalosporinas
parenterales de tercera generacion, sobre todo cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidina. Las
cefalosporinas atraviesan la placenta y alcanzan concentraciones elevadas en liquido
sinovial, pericardico, peritoneal y pleural. Las cefalosporinas de primera y segunda
generacion no penetran en el humor acuoso ni en el vitreo. Las concentraciones de la
cefixima en la bilis son de hasta 30 veces el nivel plasméatico, mientras que los niveles

en esputo, liquido sinovial y tejido amigdalar no sobrepasan el 25%.

Segun su vida media la administracion se realiza cada 6 ¢ 12 horas. Cefonicid,
cefixima y coftriazona poseen una vida media de eliminacion alta permitiendo su
dosificacion en una sola toma diaria. Cefotazima, con una vida media en individuos
sanos de aproximadamente 1 hora, es metabolizada a desacetilcefotaxima con una
actividad antimicrobiana igual o superior a algunas cefalosporinas de segunda
generacion y con un aclaramiento mas lento. La combinacion cefotazima-

desacetilcefotaxima tiene una vida media de eliminacion que excede de las 2 horas.

1.1.6.- REACCIONES ADVERSAS

Las cefalosporinas son consideradas entre los agentes antimicrobianos mas
inocuos [1]. Las reacciones de hipersensibilidad es uno de los efectos secundarios que
pueden presentarse durante el tratamiento, pero su frecuencia es muy baja y las
reacciones graves o fatales son raras. Estas reacciones pueden ser originadas por los
antigenos que reaccionan de forma cruzada con los de la penicilina. Esto puede ser
debido a la similitud estructural de estos grupos de antibidticos, que poseen un anillo

betalactamico comun [31].
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Las cefalosporinas se consideran como agentes nefrotoxicos potenciales, pero
solamente se ha descrito necrosis tubular renal con cefaloridina en dosis superiores a 4 g
al dia. El resto de cefalosporinas, administradas a las dosis recomendadas, raramente

producen una toxicidad renal significativa.

Otros efectos secundarios poco frecuentes incluyen diarreas, producidas
principalmente por cefoperazona debido a su eliminacion biliar, tromboflebitis, con la
administracion intravenosa debido al caracter acido de estos antibidticos, neutropenia y

tormbocitosis, colitis pseudomembranosa y la elevacion de transaminasas [32].

Las cefalosporinas que tienen radical metiltiotetrazol en la posicién 3
(cefamandol, cefoperazona y cefotetan) pueden originar reacciéon tipo disulfiran si el
paciente ingiere alcohol; también bloquean la sintesis de protombina y otros factores
dependientes de la vitamina K, con el consiguiente riesgo de hemorragia. Durante la
administracion de estas cefalosporinas a dosis altas o por tiempo prolongado a pacientes
ancianos debilitados, es necesario determinar periodicamente el tiempo de protombina y

administrar vitamina K.

1.1.7.- ESTABILIDAD

El estudio de estabilidad de las cefalosporinas es de gran interés por la
repercusion sanitaria que tiene, ya que existe una correlacion entre la inestabilidad de la
molécula y la pérdida de actividad antibacteriana y ademas, algunos productos de
degradacion estan implicados en las reacciones alérgicas que se presentan durante la
utilizacion de estos antibidticos [33]. Por consiguiente, es necesario conocer los factores
criticos que afectan a la estabilidad de estos compuestos, tanto en estado solido como en
las soluciones extemporaneas, las posibles rutas de degradacion y la estructura de los

productos de degradacion que pueden originarse.

En estado solido, los factores que inciden sobre la inestabilidad de estos
compuestos son la humedad, la temperatura, el oxigeno del aire y las caracteristicas de
la estructura del polvo. Se ha demostrado que la cefoxitina sddica es considerablemente

mas estable en forma cristalina que en la correspondiente forma amorfa [34].
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Por otra parte, la cefradina en presencia de agua y oxigeno se oxida a cefalina,

donde el hierro tiene un efecto catalizador en el proceso.

Las cefalosporinas en solucion, pueden seguir distintas rutas de degradacion que
son dependientes de la temperatura, pH, concentracion y naturaleza del solvente
utilizado. En solucion acuosa se produce con facilidad la ruptura del enlace B-lactamico,
obteniéndose ademas un considerable nimero de productos secundarios de degradacion,
tipo piperacina [35] o lactona correspondiente [36]. Por otra parte, se ha demostrado que
la temperatura cataliza el proceso hidrolitico, por lo que las soluciones mantenidas bajo
refrigeracion presentan una vida mas larga. Si se mantiene constante la temperatura, la
estabilidad de un mismo solvente va a depender de la concentracion del antibiodtico,

siendo mas inestables las soluciones de mayor concentracion.

1.1.8.- APLICACION CLINICA

Las cefalosporinas son antibidticos de amplia utilizacion en el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Los ensayos clinicos han demostrado que son agentes
efectivos tanto en la terapia como en el tratamiento profilactico de las infecciones. En el
pasado, no se habian establecido como antibioticos de primera eleccion para ninguna
indicacion clinica, pero el desarrollo de las moléculas de tercera y cuarta generacion que
presentan una ampliacion del espectro hacia bacterias Gram negativas, ha modificado
las pautas de prescripcion y muchas de estas cefalosporinas se consideran actualmente

como terapia estandar para el tratamiento de determinados procesos infecciosos.

En la Tabla 1.5 se recoge los espectros antibacterianos que presentan algunas de

las cefalosporinas [37].
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Las cefalosporinas de primera generaciéon continian siendo el antimicrobiano de
eleccion para la terapéutica empirica como un solo farmaco en muchas enfermedades
infecciosas adquiridas en nuestro medio. Por su actividad predominante frente a cocos
Gram positivos constituyen los antimicrobianos de primera linea en la mayor parte de
las infecciones cutdneas y de los tejidos blandos, excepto en las infecciones por ulcera
de decubito y en las de miembros inferiores de pacientes diabéticos en los cuales
debemos usar antimicrobianos como una cobertura anaerobica. Son sumamente eficaces
en el tratamiento de la sepsis urinaria y colecistitis no complicada al inhibir a la £. coli,

Proteus mirabilis y Klebsiella pneumoniae [38-40].

Son tutiles también las cefalosporinas de primera generacion en el tratamiento de
neumonias, excepto en infecciones severas por H. influenzae y K. pneumoniae;, aunque
esta ultima es sensible in vifro es preferible usar cefalosporinas de generaciones mas
recientes, debido a que tienen una actividad superior frente a ellas. Son preferidas en la
profilaxis quirargica de la cirugia torécica, ortopédica y abdominal, y constituye la
unica excepcion la cirugia colorrectal que requiere un antimicrobiano con actividad

anaerobica superior [41, 42].

Nunca deben usarse cefalosporinas de primera generacién en el caso de
infecciones que afecten el sistema nervioso central, pues no alcanzan concentraciones

terapéuticas en liquido cefalorraquideo aun cuando las meninges estén inflamadas [43].

Las cefalosporinas de segunda generacidon son activas contra los gérmenes que
cubren la primera generacion de cefalosporinas, pero ademdas, amplian su espectro

contra gérmenes Gram negativos y algunos anaerobios.

Proteus indol positivo, Klebsiella y FEnterobacter sp, son sensibles a los
compuestos de esta generacion. El cefamandol, cefuroxima, cefomicid y el cefaclor son
eficaces contra M. Catarrhalis y H. Influenzae, incluyendo las cepas de este ultimo
producturas de betalactamasas [44-46]. La cefoxitina y cefotetan tienen muy buena
actividad antianaerobia, incluyendo a B. fragilis (80-90% de las cepas son sensibles).
No ocurre asi frente a Enterobacter y H. influenzae. De forma general las cefalosporinas

de segunda generacion son poco activas frente a Serratia, Pseudomona y Enterococos.
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La cefuroxima constituye el Gnico de estos medicamentos que es capaz de

atravesar la barrera hematoencefalica en cantidades suficientes para ser util.

Las cefalosporinas de tercera generacion poseen ventajas sobre las anteriormente
sefialadas, aunque en su estructura bioquimica se diferencian poco pues poseen el

mismo nucleo cefalosporanico que las de primera y segunda generacion.

Estas cefalosporinas constituyen una verdadera revolucion dentro del arsenal
terapéutico de estos ultimos afios, sus propiedades farmacocinéticas y su espectro
antimicrobiano asi lo confirman, su vida media prolongada con concentraciones optimas
en sangre, la posibilidad de administracion por via parenteral (IV o IM), asi como su
amplio poder bactericida (mdas activo frente a cocos Gram positivos, mayor accion
frente a bacterias Gram negativas y accion contra gérmenes anaerobios) son

caracteristicas que ofrecen una nueva alternativa terapéutica.

Es importante destacar la capacidad de difusiéon de estos farmacos, tanto en
tejidos blandos como Oseos, interactuando ademas, a nivel de la barrera

hematoencefalica en casos de sepsis de sistema nervioso central [47-52].

En los ultimos afios ha surgido una cuarta generacion de cefalosporinas que

aportan las siguientes ventajas terapéuticas:

Grupo betalactamico mucho mas estable.
Mayor resistencia a las betalactamasas.
Mayor penetracion celular.

Mas activa frente a gérmenes anaerobios.

Mayor accion antipseudomona.

AN NN R

Mayor penetracion en tejidos.

Cefepima es la cefalosporina de este grupo que ha gozado de mayor aceptacion y
utilidad en el tratamiento de sepsis polimicrobianas, donde se incluyen naturalmente

gérmenes anaerdbicos [53].
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1.2.- CEFEPIMA

Las infecciones bacterianas siguen siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad, a pesar de la introduccion continua de nuevos antimicrobianos en la practica
clinica, y contribuyen de modo significativo al aumento del coste de los cuidados de
salud. En Espaiia, la prevalencia media de infeccion hospitalaria en la década de los 90
fue de un 24.2 %, siendo el area de atencion intensiva donde se encuentran las mayores
prevalencias de todo el hospital, como es de esperar, debido al impacto de los factores
de riesgo intrinsecos y a la gravedad de los enfermos ingresados en estas unidades. Cabe
destacar el gran uso de las cefalosporinas, que junto con las quinolonas y los
aminoglucdsidos, son los grupos de antimicrobianos mdas usados en las infecciones

nosocomiales [54].

La cefepima es una cefalosporina de cuarta generacion de uso parenteral
perteneciente a la familia de los antibidticos betalactadmicos, cuyo amplio espectro
antimicrobiano frente a microorganismos gram-positivos y gram-negativos le confiere
una elevada utilidad potencial para el tratamiento de muchas de las infecciones
hospitalarias. La cefepima posee un espectro de actividad in vifro equiparable al de las
cefalosporinas de tercera generacidn, aunque es mas activa frente a cepas
multirresistentes de Enterobacter, Citrobacter, Morganella y Serratia. Ademas, tiene
una actividad similar a la de la ceftazidima frente a P. aeruginosa y superior frente a

especies de Streptococcus y Staphylococcus.

Lo anteriormente expuesto, junto al hecho de que cefepima posee buenos
resultados in vitro e in vivo y debido a su baja incidencia de efectos secundarios, hacen
que este farmaco sea un agente antimicrobiano de gran relevancia en el tratamiento de

las infecciones hospitalarias.

1.2.1.- ESTRUCTURA Y PROPIEDADES QUIMICAS

La versatilidad quimica del nucleo cefalosporinico ha permitido multiples
modificaciones por sustitucion de los grupos quimicos en las posiciones 1, 3 y 7, dando
lugar a nuevos compuestos con propiedades antimicrobianas y farmacocinéticas

diferentes y cada vez mas favorables para el tratamiento de la infeccion bacteriana.
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Estructuralmente, la cefepima es semejante a las aminotiazolil cefalosporinas de
tercera generacion por poseer un grupo aminotiazol-metoxiimino en la posicion 7 del
nucleo cefalosporinico. Este grupo confiere a la cefepima una gran estabilidad frente a
las betalactamasas y aumenta su actividad intrinseca frente a los gram-negativos. Las
modificaciones en la posicion 3 del nucleo cefalosporinico han ocasionado las
diferencias esenciales entre las distintas aminotiazolil cefalosporinas, aumentando el

espectro antimicrobiano y variando las caracteristicas farmacocinéticas.

La cefepima mantiene la cadena acil lateral de la cefalosporinas de tercera
generacion en la posicion 7, que le confiere una excelente actividad frente a P.
aeruginosa; pero introduce un grupo amonio cuaternario mediante un grupo (1-metil-1-
pirrolidino)-metil en la posicion 3, que le confiere una gran capacidad de atravesar
rapidamente los canales polinicos, proporcionandole una mayor actividad frente a
microorganismos Gram positivos y a FEnterobacteriaceae, que la que posee la

cefotaxima y ceftazidima [55-59].

En la Figura 1.4 aparece representado la estructura quimica de la cefepima, cuyo
nombre quimico es 7-[a-(2-amino-4-tiazol-4-il)-a-(z)metoxiiminoacetamido]-3-[(1-
metil-1-pirrolidino)-metil]-3-cefem-4-carboxilato, presentando un peso molecular de

480.56 y un aspecto de polvo seco de color blanco.

Figura 1.4. Estructura quimica de la cefepima.
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1.2.2.- MECANISMO DE ACCION

Los antibidticos betalactamicos ejercen su accion al interaccionar con un grupo
de proteinas que se encuentran en la membrana celular bacteriana y que reciben el
nombre de proteinas de union a penicilina (PBP). Son enzimas que, por una parte,
catalizan la biosintesis del peptidoglicano de la pared de la célula bacteriana y, por otra,
son diana de accion de los antibidticos betalactamicos que producen la acilacidon de
determinadas PBP e interrumpen la sintesis de la pared celular originando la lisis y

muerte celular [55].

En las bacterias Gram positivas, los betalactamicos difunden a través del
peptidoglicano de la pared celular y se conjugan con las PBP inhibiendo la sintesis de la
pared celular y causando finalmente su lisis. En las bacterias Gram negativas, las PBP
se localizan en una membrana celular mas interna rodeadas por el espacio periplasmico
y la membrana celular externa. El antibidtico tiene que atravesar, en primer lugar, la
membrana celular externa por los canales porinas y una vez que alcanza el espacio
periplasmico, las enzimas denominadas betalactamasas, localizadas en dicho espacio,
tienen la posibilidad de conjugarse con ¢l hidrolizandolo antes de que alcance las PBP

diana.

Por tanto, la actividad de un antibidtico betalactamico frente a las bacterias
Gram negativas depende de varios factores: 1) la tasa de penetracidén a través de la
membrana bacteriana externa, 2) la interaccion con las betalactamasas, y 3) la
interaccion con las PBP diana. Estos factores no actian de modo independiente, sino
que, en conjunto, contribuyen a determinar los valores de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) del antibidtico betalactadmico frente a los microorganismos Gram
negativos [60]. En el disefio de los nuevos antimicrobianos se ha de tener en cuenta la

importancia de la interrelacion de estos tres factores [61].

1.2.2.1.- Penetracion a través de la membrana bacteriana externa.

La tasa de penetracion a través de la membrana bacteriana externa es uno de los

factores determinantes de la actividad antimicrobiana de los antibioticos betalactamicos.

La rapida penetracion al interior de la célula garantiza una concentracion de antibidtico
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en el espacio periplasmico suficientemente elevada como para unirse a las PBP antes de

que las betalactamasas inactiven el antibidtico.

La cefepima atraviesa la membrana externa de los microorganismos Gram
negativos con mayor rapidez que las cefalosporinas de segunda o tercera generacion

[62,63].

La tasa de penetracion de la cefepima se relaciona con su tamafio, relativamente
pequefio, su forma de proyectil y, fundamentalmente, con su configuraciéon de i6n
anfotero. Los principales canales porinicos de muchas bacterias Gram negativas son
selectivos para los cationes. La carga positiva de la cadena lateral de amonio cuaternario
de la cefepima (resultando una molécula zwiterionica) facilita la orientaciéon de la
estructura quimica a la entrada de la porina, mientras que la configuracion de i6n
anfotero posibilita una rapida penetracion a través de la membrana externa. Ademas, la
estructura quimica confiere a la cefepima un caracter hidrofilo que determina que el
antibidtico se mueva con facilidad en el interior del espacio periplasmico. En conjunto,
estas propiedades permiten disponer de una concentracion elevada de cefepima en el

espacio periplasmico, suficiente para ejercer su accion antibacteriana [64,65].

1.2.2.2.- Interaccion con las betalactamasas

La cefepima es esencialmente resistente a las betalactamasas por dos razones: en
primer lugar por tener su molécula poca afinidad por estas enzimas y en segundo lugar
porque su mayor velocidad de penetracion hasta el espacio periplasmico determina una
concentracion de moléculas alta y, consecuentemente, es mas dificil de inactivar por las
betalactamasas. Como se ha comentado anteriormente, la cefepima posee un radical
aminotiazolil-oxiimino en la posicion 7 del nucleo cefalosporinico que le confiere una
gran estabilidad frente a las betalactamasas de las bacterias Gram negativas. Ademas, en
posicién 3 tiene un radical N-metil-pirrolidina que incrementa su actividad frente a las

enterobacterias que producen betalactamasas cromosomicas inducibles [66].

La cefepima posee una elevada estabilidad frente a la mayoria de las
betalactamasas plasmidicas y cromosomicas con excepcion de un reducido nimero de

enzimas que la inactivan, concretamente las especies de Bacteriodes. Sin embargo, la
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ventaja mayor de la cefepima respecto de cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima radica
en su menor afinidad y tasa de hidrélisis por las betalactamasas cromosomicas
inducibles del grupo 1 de Bush, que redunda en una menor capacidad de seleccionar
mutantes con nivel de resistencia elevado [62,64,65]. Asi se explica la superior
actividad de la cefepima frente a muchos organismos Gram negativos multirresistentes,
en especial Enterobacter, Citrobacter y P. aeruginosa. También hay que destacar su
elevada estabilidad frente a betalactamasas del tipo TEM-1, TEM-2 y SHV-1

2

correspondientes al grupo 2b de Bush [67].

1.2.2.3.- Interaccion con las proteinas diana de union a la penicilina

Las proteinas de union a la penicilina (PBP), y por extension al resto de los
betalactamicos, se clasifican segun su peso molecular, siendo la PBP 1 la de mayor
tamafio. La mayoria de las PBP son de bajo peso molecular, y generalmente no son
vitales para el crecimiento o la supervivencia. En general, las PBP esenciales son las de
mayor peso molecular (PBP 1, PBP 2, PBP 3). Como la mayoria de las cefalosporinas
previas, la cefepima se une firmemente a la PBP 3 de los microorganismos Gram
negativos [68]. Sin embargo, a diferencia de algunas cefalosporinas anteriores,
interacciona también con las PBP la, b y 2, y de su elevada afinidad por estas dos PBP
diana, cabe esperar una eficaz accién bactericida [69]. Por otra parte, es de gran
importancia la afinidad de la cefepima por la PBP 2, toda vez que el reducido numero
de moléculas de esta enzima a saturar en la membrana celular requiere un menor
numero de moléculas del antibidtico. La afinidad de la cefepima por la PBP 2
contribuye, asi mismo, a su efecto bactericida frente a microorganismos Gram negativos

multirresistentes [70].
1.2.3.- MICROBIOLOGIA

La cefepima posee un amplio espectro antimicrobiano con una excelente
actividad intrinseca frente a la mayoria de los microorganismos habitualmente causantes

de patologia infecciosa.

Frente a los microorganismos Gram positivos, la cefepima ofrece un amplio

espectro de actividad, practicamente superponible al de la cefotaxima, en el que se
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incluye Staphylococcus sensible a la meficilina, S.pyogenes, S. agalactiae, S. bovis y
S. pneumoniae. Por el contrario, muestra baja actividad en Enferococcus y es inactiva,
como el resto de los antibioticos betalactamicos, frente a Staphylococcus resistentes a la

meticilina.

Con respecto a los microorganismos Gram negativos, la cefepima muestra una
elevada actividad en FEntrobacteriaceae, incluyendo aislamientos de FEnferobacter,
Citrobacter, Morganella y Serratia resistentes a cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima
por hiperproduccion de betalactamasa cromosomica inducible. Ademas, la cefepima
tiene una actividad similar a la de la ceftazidima frente a P. aeruginosa y otros bacilos
Gram negativos no fermentadores, con la excepcion de Xanthomonas maltophilia, por
otra parte resistente a los antibidticos betalactamicos. Asi mismo, la actividad de la
cefepima es muy elevada frente a Haemophilus, Moraxella y Neisseria y otros

microorganismos exigentes en sus condiciones de crecimiento.

Por el contrario y remedando a otras aminotizolil cefalosporinas, el espectro de
actividad de la cefepima frente a las bacterias anaerobias es mas reducido y aunque
incluye Fusobacterium, Peptoestreptococcus y Clostridium perfringens, carece de

actividad valorable clinicamente frente a B. fragilis y C. dificile.

En las tablas 1.6 y 1.7 se recogen los datos mas significativos de la actividad in
vitro de la cefepima, expresados como CMlsy y CMlg,, comparativamente con las de la

ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona e imipenem [71].
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Tabla 1.6. Actividad in vitro comparativa de la cefepima
con otros antibiodticos frente a Gram negativos.
Microorganismos . CMI (ng/ml)
(n° de aislamientos) Antibidtico 50% 90%
Cefepima 0.03 0.06
Ceftazidima 0.12 0.5
LEscherichia coli (527) Cefotaxima 0.06 0.12
Ceftriaxona 0.03 0.06
Imipenem 0.12 0.25
Cefepima 0.06 0.12
Ceftazidima 0.06 0.12
Proteus mirabilis (144) Cefotaxima 0.03 0.06
Ceftriaxona 0.015 0.06
Imipenem 0.5 2
Cefepima 0.03 0.12
Ceftazidima 0.12 0.5
Klebsiella pneumoniae (168) Cefotaxima 0.03 0.25
Ceftriaxona 0.03 0.12
Imipenem 0.12 0.5
Cefepima 0.03 0.06
Ceftazidima 0.12 0.25
Klebsiella oxytoca (42) Cefotaxima 0.03 0.12
Ceftriaxona 0.03 0.12
Imipenem 0.12 0.25
Cefepima 0.03 1
Ceftazidima 0.25 1
Providencia stuartii (10) Cefotaxima 0.12 4
Ceftriazona 0.03 2
Imipenem 0.12 2
Cefepima 0.03 0.5
Ceftazidima 0.25 32
Enterobacter aerogenes (36) Cefotaxima 2 16
Ceftriazona 0.12 32
Imipenem 1 2
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Cefepima 0.03 0.5
Ceftazidima 0.25 4
LEnterobacter cloacae_(100) Cefotaxima 0.25 1
Ceftriazona 0.12 4
Imipenem 0.25 1
Cefepima 0.06 2
Ceftazidima 0.5 128
Citrobacter freundii (30) Cefotaxima 0.25 16
Ceftriazona 0.25 32
Imipenem 0.5 1
Cefepima 0.03 0.12
Ceftazidima 0.12 0.5
Citrobacter diversus (18) Cefotaxima 0.06 0.25
Ceftriazona 0.03 0.12
Imipenem 0.12 0.5
Cefepima 0.03 0.12
Ceftazidima 0.25 2
Morganella morganii (33) Cefotaxima 0.06 2
Ceftriazona 0.03 2
Imipenem 2 4
Cefepima 0.12 0.5
Ceftazidima 0.25 0.5
Serratia marcescens (44) Cefotaxima 0.25 4
Ceftriaxona 0.5 4
Imipenem 0.5 1
Cefepima 2 8
Ceftazidima 2 8
Pseudomonas aeruginosa (237) Cefotaxima 16 128
Ceftriaxona 32 >128
Imipenem 2 4
Cefepima 16 64
Ceftazidima 64 >128
Xanthomonas maltophilia (32) Cefotaxima 128 >128
Ceftriaxona >128 >128
Imipenem 128 >128
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Cefepima 4 32
Ceftazidima 8 32
Acinetobacter anitratus (54) Cefotaxima 16 128
Ceftriaxona 16 128
Imipenem 0.25 1
Cefepima 1 4
Ceftazidima 2 8
Acinetobacter Iwoffi (54) Cefotaxima 4 8
Ceftriaxona 4 8
Imipenem 0.12 0.25
Cefepima 0.06 0.06
Ceftazidima 0.06 0.12
Haemophylus infiuenzae
Cefotaxima 0.015 0.015
[-lactamasa negativa (63)
Ceftriaxona <0.007 <0.007
Imipenem 0.5 1
Cefepima 0.06 0.12
Ceftazidima 0.06 0.12
Haemophylus influenzae
Cefotaxima 0.015 0.015
f -lactamasa positiva (13)
Ceftriaxona <0.007 0.015
Imipenem 0.5 1
Cefepima 0.25 1
Ceftazidima 0.03 0.25
Moraxelia catarrhalis
Cefotaxima 0.12 0.5
f -lactamasa positiva (19)
Ceftriaxona 0.06 0.5
Imipenem 0.015 0.03
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Tabla 1.7. Actividad in vitro comparativa de la cefepima

con otros antibidticos frente a Gram positivos.

Microorganismos Antibiético CMI (ng/ml)
(n° de aislamientos) 350% 90%
Cefepima 4
Staphylococcus aureus Ceftazidima 3 16
sensibles a la meticilina Cefotaxima 2 4
472) Ceftriaxona 4 4
Imipenem 0.015 0.03
Cefepima >128 >128
Staphylococcus aureus Ceftazidima >128 >128
resistentes a la Cefotaxima >128 >128
meticilina (38) Ceftriaxona >128 >128
Imipenem 32 64
Cefepima 0,5 4
Staphylococcus epidermidis Ceftazidima 4 16
sensibles a la meticilina Cefotaxima 1 8
(128) Ceftriaxona 1 16
Imipenem 0.015 0.25
Cefepima 16 32
Staphylococcus epidermidis Ceftazidima 16 64
resistentes a la Cefotaxima 16 >128
meticilna (48) Ceftriaxona 16 128
Imipenem 32
Cefepima >128
Staphylococcus haemolyticus Ceftazidima 32 ~128
Cefotaxima 8 >128
(46) .
Ceftriaxona 16 >128
Imipenem 0.03 128
Cefepima 1 4
Ceftazidima 8 32
Staphylococcus simulans (10) Cefotaxima 2 4
Ceftriaxona 4 8
Imipenem 0.03 0.06
Cefepima 0.25 1
Ceftazidima 8 32
Corynebacterium spp. (16) Cefotaxima 0.5 8
Ceftriaxona 1 8
Imipenem 0.015 0.25
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Cefepima 32 128
Ceftazidima >128 >128
Enterococcus feacalis (248) Cefotaxima >128 >128
Ceftriaxona >128 >128
Imipenem 0.5 2
Cefepima >128 >128
Ceftazidima >128 >128
Enterococcus faecium (30) Cefotaxima >128 >128
Ceftriaxona 128 >128
Imipenem 2 >128
Cefepima 0.015 0.03
Streptococcus B-hemolitico Ceftazidima 0.12 0.25
Cefotaxima 0.015 0.03
del grupo A (155) .
Ceftriaxona 0.015 0.03
Imipenem <0.007 0.015
Cefepima 0.06 0.12
Streptococcus B-hemolitico Ceftazidima 0.5 1
Cefotaxima 0.03 0.06
del grupo B (82) .
Ceftriaxona 0.03 0.06
Imipenem 0.015 0.03
Streptococcus B-hemolitico Cefepima 0.03 0.03
del grupo G (29) Ceftazidima 0.25 0.5
Cefotaxima 0.015 0.03
Ceftriaxona 0.03 0.06
Imipenem <0.007 0.015
Cefepima 0.03 0.12
g . Ceftazidima 0.25 0.5
treptococcus pneumoniae
Cefotaxima 0.015 0.06
(118) .
Ceftriaxona 0.015 0.06
Imipenem <0.007 0.015
Cefepima 0.06 2
Ceftazidima 1 4
Streptococcus mitis (23) Cefotaxima 0.06 2
Ceftriaxona 0.06 1
Imipenem 0.015 0.12
Cefepima 0.12 0.5
Ceftazidima 1 2
Streptococcus sanguis (27) Cefotaxima 0.03 0.25
Ceftriaxona 0.06 0.5
Imipenem 0.015 0.06
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1.2.4.- CAPACIDAD PARA EL DESARROLLO DE RESISTENCIA

La utilizacion clinica de los antibidticos betalactamicos puede originar el
desarrollo de resistencia in vivo, especialmente en el tratamiento de las infecciones
causadas por microorganismos Gram negativos productores de betalactamasas
cromosOmicas inducibles: Enterobacter, Citrobacter, Morganella, Providencia,

Serratia, Pseudomonas y Acinetobacter.

En estos microorganismos coexisten, habitualmente, dos poblaciones con
diferente nivel de produccion de betalactamasa. La poblacion mayoritaria produce, en
condiciones normales, una concentracion de enzima baja o moderada cuyo nivel se
puede incrementar por induccidbn como consecuencia de su exposicidn a
concentraciones crecientes de betalactamico. Una segunda poblacion, minoritaria, esta
formada por mutantes establemente desreprimidos en su produccion de betalactamasas
que producen elevadisimas concentraciones de enzima sin necesidad de induccién. El
mecanismo inductivo da lugar a un aumento transitorio de la sintesis enzimatica que
solo ocasionalmente origina la resistencia, mientras que la seleccion, por el tratamiento
con betalactamicos, de mutantes establemente desreprimidos es el mecanismo

fundamental de resistencia in vivo [70].

De la capacidad inductora de betalactamasas selectoras de mutantes
establemente desreprimidos, asi como de la estabilidad a la hidrélisis enzimatica de
cada betalactamico, depende su efectividad terapéutica. Algunas penicilinas, las
cefamicinas y los carbapenems poseen un elevado poder inductor pero son poco
selectores por su estabilidad a las betalactamasas cromosdmicas inducibles, mientras
que las cefalosporinas de tercera generacion tienen un bajo poder inductor pero una
elevada capacidad selectora de mutantes establemente desreprimidos, sobre todo en
tratamientos prolongados. En este ultimo aspecto podria radicar la ventaja esencial de la
cefepima sobre otras aminotiazolil cefalosporinas previas, cefotaxima y ceftazidima,
toda vez que sobre una capacidad inductora equiparable tiene una mayor estabilidad a la
hidrdlisis enzimatica y mejor penetracion al interior de la bacteria, con lo que el poder

selectivo de mutantes altamente resistentes es mucho menor.



Introduccién 38

Diversos estudios experimentales confirman esta hipoOtesis previa sobre el
potencial de induccion de resistencia de la cefepima y la capacidad de seleccion de
mutantes multirresistentes. Se ha demostrado que la cefepima es un mal inductor de la
produccion de betalactamasa en C. freundii, . cloacae y P. aeruginosa asi como en S.
marcescens y M. morganii [69,72-74]. En comparacion con la cefotaxima, ceftazidima
y moxalactam, la cefepima mostré los valores de CMI mas bajos frente a mutantes
multirresistentes de C. freundii, L. cloacae y P. aeruginosa [74]. Los estudios in vitro
también han demostrado que la cefepima selecciona mutantes multirresistentes con
menos frecuencia que las cefalosporinas de tercera generacién. Ademas es infrecuente

la resistencia a la cefepima entre los mutantes resistentes a ceftazidima y cefotaxima

[72,73].

1.2.5.- FARMACOCINETICA

La cefepima tiene una cinética lineal (cinética de primer orden), presenta una
buena distribucion tisular, con lo que alcanza concentraciones eficaces en numerosos
territorios organicos, y sus caracteristicas farmacocinéticas permiten utilizar esquemas

de dosificacion comodos.

1.2.5.1.- Absorcion

La cefepima unicamente puede utilizarse por via intramuscular o intravenosa.
Administrada por via intravenosa a dosis entre 250 y 2000 mg en 24 voluntarios
sanos, la concentracion plasmatica maxima (Cpax) ha oscilado entre 16.3 £ 2,4 mg/1
con 250 mg y 133 + 35.5 cuando se administran 2 g, existiendo siempre una relacion
directa entre la dosis administrada y la Cpax con un coeficiente de correlacion de

0,99 segun la ecuacion Cpsx = -0,56 + 0,066 - dosis.

El area bajo la curva de concentraciones plasmaticas en funcion del tiempo
(AUC) presenta valores que oscilan entre 34 y 263 mg h I"', incrementandose también

de una forma directamente proporcional a la dosis [75].
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Cuando la cefepima se administra por via intramuscular la absorcién es
practicamente del 100%, alcanzandose la Cpsy, en 1 a 1.6 h y cuyos valores son
aproximadamente la mitad de las concentraciones observadas después de la
infusidn intravenosa de dosis equivalentes; no obstante, las areas bajo la curva en
ambas administraciones fueron practicamente idénticas [76]. La cefepima muestra
una cinética lineal, no dependiente de la dosis. En la Figura 1.5 se representa una
comparacion de las concentraciones plasmaticas de cefepima después de la

administracion por via intravenosa e intramuscular de 1 g de cefepima.

Concentracidén plasmatica (ug/ml)
8

Tiempo (horas)

Figura 1.5. Concentraciones plasmaticas de cefepima

después de administrar por via intravenosa (¢) ¢ intramuscular. (e) una dosis de 1g.

La administracion de dosis multiple no produce ningun efecto de acumulacién
y tampoco modifica los parametros farmacocinéticos, aunque se prolonga de forma

poco significativa la vida media de eliminacion, que pasa de 2 a 2.4 horas [77-78].
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1.2.5.2.- Distribucion

La fijacién a proteinas plasmaticas de la cefepima es relativamente baja,
entre un 16% y un 19%; por tanto, la fraccion libre es elevada, lo que facilita una amplia

distribucion a tejidos.

El volumen de distribucion cuando se ha alcanzado el equilibrio estacionario

se sitia entre 19 y 22 litros y corresponde por lo tanto al compartimiento extracelular.

La cefepima ha demostrado una excelente penetracion en los diversos tejidos y
liquidos organicos. Las concentraciones obtenidas en orina, bilis, liquido peritoneal y de
vesiculas cutaneas, apéndice y vesicula biliar fueron préximas al 30% de las
concentraciones logradas en el plasma después de la administracion de dosis unicas de 2
g. La concentracion en el esputo y en la préstata fue de 7.8 mg/ml y de 31.5 mg/g,
respectivamente. El porcentaje de penetracion en la mucosa bronquial después de una
dosis unica fue del 60% [79], mientras que en el liquido peritoneal y en el tejido
apendicular, en pacientes que habian recibido 2 g cada 12 horas, fue del 74% y del 51%,
respectivamente [80,81]. Se determinaron las concentraciones de cefepima en el liquido
cefalorraquideo (LCR) de pacientes pediatricos afectados de meningitis, obteniéndose
valores promedio del 10% de las concentraciones plasmaéticas [82]. Por otro lado, los
niveles de cefepima encontrados a nivel ocular (humor acuoso y vitreo) después de una
administracion intravenosa, estan por debajo del CMly, para la mayoria de los

patogenos oculares [83,84].
1.2.5.3.- Eliminacion

La eliminacién de cefepima se realiza preferentemente a través del rifion,
por medio de filtracion glomerular. El aclaramiento corporal total de cefepima es de

122 a 155 ml/ min.

La vida media de eliminacién es de 2 horas en voluntarios sanos y no es

dependiente de la dosis.
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Aproximadamente el 88% de la dosis administrada se elimina por orina sin
modificar. El resto se elimina en forma de 3 metabolitos: la N-metil-pirrolidina N-
oxido, el epimero-7 de cefepima y N-metil-pirrolidin, que representaron el 6.8, 2.5y

menos del 1%, respectivamente, de la dosis total administrada [78].

1.2.5.4.- Farmacocinética en situaciones especiales

v Insuficiencia renal

Dado el mecanismo de eliminacidon de cefepima a través fundamentalmente
de filtracion glomerular, sus caracteristicas farmacocinéticas pueden modificarse en

pacientes con insuficiencia renal.

El AUC de cefepima se incrementa a medida que se deteriora la funcion
renal en relacion directa con el aclaramiento de creatinina. El aclaramiento corporal
total y por supuesto el aclaramiento renal de cefepima disminuyen también en
relacion directa con el deterioro progresivo de la funcion renal, y la vida media de
eliminacién, al igual que el tiempo medio de residencia, se prolongan progresivamente
[85]. Por ello, se debe administrar cefepima a dosis menores o aumentar el tiempo entre
dosis sucesivas a los pacientes con insuficiencia renal y valores de creatinina inferiores

a 30 ml/min.

En pacientes sometidos a régimen de hemodialisis se ha podido comprobar
que después de una sesion de 3 horas el aclaramiento plasmatico de cefepima es
del 68% [86]. La vida media de eliminacién de cefepima en los periodos

interdialisis es de 13.5 horas y pasa a ser de 2.3 horas durante la hemodialisis.
4 Insuficiencia hepatica
Los estudios farmacocinéticos realizados en pacientes con hepatopatia, revelan

que el volumen de distribucion es el Unico pardmetro que se afecta, aumentandose,

aunque es clinicamente insignificante la variacidon resultante en las concentraciones
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séricas [80]. Por tanto, no se precisan ajustes de la dosis de cefepima en el tratamiento

de los pacientes con disfuncion hepatica.

v Farmacocinética en ancianos

En conjunto, la cinética de cefepima en ancianos cambia poco en relacién con
los adultos jovenes y unicamente el volumen de distribucion y la vida media de

eliminacion pueden modificarse.

El volumen de distribucion es mayor para los ancianos y la vida media de
eliminacion puede prolongarse hasta unas 3 horas debido fundamentalmente a una
disminucion del aclaramiento renal, que seguramente estd en relacién con el

deterioro de la funcion renal que se produce en los ancianos.

Sin embargo, estos cambios no tienen significacion clinica, por lo que no es
necesario modificar los esquemas posologicos mientras el anciano mantenga una

funcion renal normal para su edad [87].

1.2.6.- REACCIONES ADVERSAS

Las cefalosporinas figuran entre los antibidticos mas seguros, siendo raras las
complicaciones graves. No obstante, con todos los antibioticos betalactamicos esta
descrita la anafilaxia grave, aunque las reacciones de hipersensibilidad mas frecuentes

incluyen la fiebre y la aparicion de erupciones cutaneas.

Los efectos gastrointestinales secundarios de las cefalosporinas son
relativamente poco frecuentes y, en general, de escasa importancia. Se han descrito
nauseas, vomitos, diarrea inespecifica y diarrea o colitis asociadas a antibioticos, siendo

de mayor relevancia clinica la diarrea o colitis asociada a la toxina del C. difficile.
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En general, las cefalosporinas poseen una escasa capacidad para producir
neurotoxicidad, aunque se han notificado episodios de ansiedad, psicosis, delirio y
confusion. Como con otros antibidticos betalactamicos se aumenta la probabilidad de

convulsiones en los pacientes con insuficiencia renal tratados con dosis altas.

Las alteraciones de los parametros de laboratorio asociadas al tratamiento con
cefepima fueron relativamente infrecuentes y coincidentes con las descritas para otras

cefalosporinas: eosinofilia, aumento de transaminasas y tiempo de protrombina, etc.

Las posibles modificaciones que cefepima pudiera producir sobre la flora fecal
suponen una ligera disminucion del nimero de F. coli en heces y un discreto aumento
de Bacteroides sp. y Chlostridium. Estos niveles retornan a valores basales al cabo de

20 dias de finalizar el tratamiento [88].

A continuacion se resefian los efectos secundarios por sistemas, relacionados con
el tratamiento de cefepima. En los casos en que no se indica, la incidencia es menor del

1 %.

v Reacciones de hipersensibilidad: erupcion (2,8%), prurito (1,3%), fiebre. La
anafilaxia y reacciones de tipo anafilactico poseen una frecuencia muy baja

(0,1%).

v’ Sistema cardiovascular: dolor toracico, taquicardia.

v' Sintomas gastrointestinales: diarrea (3,6%), nauseas (3,0%), vomitos (2,3%),
estrefiimiento (1,4%), dolor abdominal (1,2%), dispepsia.

v Sistema nervioso: cefalea (3,4%), ansiedad, confusion, mareo, parestesias,
insomnio. Rara vez se notificaron convulsiones (>0,1%).

v’ Sistema respiratorio: tos, disnea, dolor de garganta.

v' Sistema genitourinario: vaginitis.

v Otros: edema periférico, sudoracion, astenia, dolor, dolor lumbar.
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1.2.7.- INDICACIONES

Numerosos estudios clinicos indican que cefepima es un antibidtico util como
tratamiento de primera eleccion en infecciones graves y constituye una clara alternativa
a las cefalosporinas de tercera generacion disponibles. A continuacidon se revisara las

indicaciones clinicas potenciales de la cefepima.

v Infeccion respiratoria

La neumonia es probablemente la infeccion nosocomial mas problematica,
especialmente la que se asocia a respiracion asistida, ya que presenta un alto indice de
mortalidad e involucra bacterias multirresistentes. Las cefalosporinas de cuarta
generacidon deben considerarse como tratamiento de inicio debido a su gran potencia
frente a patogenos Gram positivos y bacilos Gram negativos. Estudios en neumonia
nosocomial [89,90], indican que la cefepima posee una prevalencia menor de cepas
resistentes de Pseudomonas, Enterobacteriaceae y cocos Gram positivos, una tasa de
curacion y erradicacion mayor y una mejor relacidon costo-efectividad que ceftazidima.
Cefepima también debe tenerse en cuenta en el tratamiento de pacientes hospitalizados
por neumonia adquirida en la comunidad, particularmente en areas de alta incidencia de
S. aureus y/o Enterobacteriaceae. Asi, un estudio comparativo [91] indica que cefepima

posee una mayor tasa de erradicacion que ceftriazona.

v Sepsis y bacteriemia.

El reconocimiento temprano de la infeccion y la instauracion de un tratamiento
antimicrobiano correcto son determinantes en el prondstico de la sepsis, donde un
estudio muestra que la mortalidad puede llegar al 50% en pacientes con sepsis graves o
shock séptico. Ademas, en los ultimos afios se ha producido un aumento del nimero de
casos de bacteriemia donde los Gram positivos han superado a los Gram negativos
como agentes causales [92]. Esto hace que cefepima haya pasado a la primera linea en

el tratamiento de estas infecciones.
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v Neutropenia febril

La monoterapia, extendida en Estados Unidos, presenta como ventajas menor
coste y menor toxicidad. Sin embargo, en Europa no es una practica muy extendida a
pesar de que estudios recientes [93] demuestran que la monoterapia continua siendo una
aproximacion terapéutica valida, con mortalidad de causa infecciosa de
aproximadamente un 5% de los estudios. Varios ensayos muestran que la monoterapia
con cefepima es mas eficaz y segura que imipimenem y ceftazidima en el tratamiento

inicial de la fiebre en pacientes neutropénicos [94,95].

4 Infeccion urinaria complicada

Cefepima es activa frente a la mayoria de microorganismos implicados en las
infecciones urinarias. El programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY llevado a
cabo en varios hospitales de Europa y América, pone de manifiesto que cefepima e
imipenem poseen el mds amplio espectro de cobertura entre los betalactdmicos, y
amicacina el mayor entre los aminoglucésidos [96]. Otro dato importante, comprobado

experimentalmente, es que cefepima penetra bién en la prostata [97].

4 Infecciones de piel y tejidos blandos

En las infecciones polimicrobianas de piel y tejidos blandos, en las que debe
esperarse la implicacion de estafilococos meticilin-sensibles y bacilos gram-negativos,
cefepima es una alternativa con garantias. Un estudio comparativo entre cefepima y
ceftazidima indicdé que en sobreinfecciones por enterococos y Pseudomonas se debe
usar cefepima. Mientras que la ceftazidima se indica en superinfecciones por

Acinetobacter, S._aureus y Enterobacter [98].

v Infecciones intraabdominales

La adicion de un agente con actividad frente a anaerobios amplia el espectro de
cefepima en el tratamiento de la infeccion intraabdominal, que generalmente tiene una
etiologia mixta, por aerobios y anaerobios. Asi, la tasa de curacion del binomio

cefepima-metronidazol es mayor que en imipenem [99]. Cefepima, ademas de
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ensayarse en profilaxis quirtrgica, se ha demostrado su eficacia en infecciones
ginecologicas y que es una alternativa eficaz, que evita la toxicidad de los
aminoglucosidos, en el tratamiento de la peritonitis de la dialisis peritoneal continua

ambulatoria [100].

v Infecciones biliares

Cefepima no tiene indicacion en la realizacion de la profilaxis antibiotica de la
cirugia biliar; sin embargo por sus caracteristicas microbioldgicas, con un amplio
espectro de accion, junto con su falta de nefrotoxicidad y a que alcanza altas
concentraciones en vesicula biliar, puede ser una clara alternativa en el tratamiento de
las infecciones establecidas de la via biliar como la colecistitis aguda y la colangitis

aguda, especialmente si se presenta en enfermos de edad avanzada o diabéticos [101].

v Meningitis

En meningitis, cefepima es una buena alternativa, si la evolucion de las
resistencias a algunos patogenos plantea problemas de fiabilidad con las cefalosporinas
de tercera generacion, gracias a su amplio espectro y a su excelente penetracion en el
liquido cefalorraquideo. En este sentido, existen referencias de la buena respuesta

clinica de cefepima Uinicamente en nifios [102].

1.2.8.- UTILIDAD DE CEFEPIMA EN EL TRATAMIENTO DE INFECCIONES
EN LA UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVO (UCI)

La importancia de las infecciones varia segin los distintos hospitales y Servicios
de Medicina Intensiva (UCI). Los pacientes ingresan directamente en la UCI debido a
complicaciones relacionadas con infecciones adquiridas en la comunidad, destacando
entre las mas frecuentes las neumonias, las meningitis y las infecciones urinarias. Otros
pacientes, hospitalizados previamente, ingresan en la UCI por complicaciones
relacionadas con infecciones nosocomiales, destacando entre ellas las neumonias
secundarias a broncoaspiracion, sepsis relacionadas con catéteres y las peritonitis por
dehiscencias de suturas. Finalmente, otro grupo de pacientes adquieren nuevas in-

fecciones en la UCI, en relacion con la instrumentacién y la alteracion de las barreras
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defensivas naturales, destacando entre éstas las neumonias relacionadas con ventilacion
mecanica, las infecciones urinarias asociadas con sonda uretral, las bacteriemias por

catéteres vasculares y las bacteriemias primarias.

La etiologia de estas infecciones varia de forma considerable en cada una de las
situaciones anteriores y depende de tres variables principales: el lugar de adquisicion de
la infeccion, la localizacion o foco de la infeccion y las caracteristicas individuales del
paciente. En los ultimos afios se ha detectado un incremento progresivo de los patrones
de resistencia de la mayoria de los patogenos causantes de infecciones, tanto
comunitarias como nosocomiales, al tiempo que ha aumentado la gravedad de los
pacientes criticos, asi como la presencia de déficit inmunitarios, lo que se ha asociado
con una aparicion cada vez mas frecuente de infecciones producidas por patogenos
multirresistentes u oportunistas. Uno de los mecanismos de resistencia mas frecuentes
que afecta a los bacilos Gram negativos, predominantes en las UCI, se relaciona con el
desarrollo de betalactamasas cromosomicas de clase 1 que hidrolizan e inactivan a
muchos antibidticos betalactamicos, en especial a las cefalosporinas de tercera

generacion [103].

El tratamiento antibiotico de los pacientes criticos se realiza en la mayoria de
las ocasiones de manera empirica, por lo que es necesario el conocimiento previo de los
patogenos endémicos en cada UCI, asi como de sus patrones de resistencia y
sensibilidad. De esta manera se pueden emplear aquellos antibioticos que retnan entre
sus caracteristicas el ser activos frente a los patdgenos que predominan en una
determinada area, de acuerdo con la politica de antibioticos de cada hospital. En este
aspecto la cefepima, gracias a sus caracteristicas, supone una importante alternativa en

los tratamientos de algunas infecciones de los pacientes ingresados en UCL

1.2.8.1.- Caracteristicas de las infecciones en la UCI

Varios grandes estudios de prevalencia han analizado las infecciones presentes
en las UCI de nuestro pais, entre los que destaca el estudio de evolucion de la
prevalencia de las infecciones nosocomiales en los hospitales espafioles (EPINE),
promovido por la Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene

[54]. Este estudio, que se realizo desde 1990 hasta 1999, presenta los resultados mas
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relevantes sobre la evolucion de la prevalencia de las infecciones nosocomiales y
comunitarias, de sus caracteristicas de localizacion y de la etiologia microbiana, de los
principales factores de riesgos asociados y del uso de antibidticos en los hospitales

espafioles.

Se han declarado un total de 3.330 infecciones nosocomiales, lo que supone
una prevalencia media de 24.2 infecciones por cada 100 enfermos, y la media de
infecciones por enfermo no ha variado apenas en los afios (entre 1.3 y 1.5), por lo
que la prevalencia de enfermos con infeccidn tampoco ha aumentado de forma
significativa con el tiempo, manteniéndose entre un 22.5% y un 26.7%. Estas
prevalencias exceden las descritas en el estudio europeo de prevalencia de infeccion
hospitalaria en unidades de cuidados intensivos (EPIC) en el que obtienen una media

de 20,6% [104].

Sin embargo, ha aumentado de forma significativa en los sucesivos estu-
dios la prevalencia de infecciones comunitarias (11-15%) lo que traduce, junto con
la media de edad en aumento, la mayor labilidad de los pacientes a estas

infecciones y a sus complicaciones.

Las infecciones mas frecuentes han sido las respiratorias (40-48% del total
de infecciones), lo que supone que uno de cada seis enfermos ingresados tenia una
infeccidon de este tipo al realizar la encuesta de prevalencia. La segunda infeccion en
frecuencia fue la bacteriemia (11-22%) y también aumento, como las infecciones
respiratorias, con los sucesivos estudios EPINE. Globalmente la infeccion urinaria ha
sido el tercer tipo de infeccion, aunque las de otras localizaciones la precedian en los
primeros afios, pero después han perdido este puesto, al reducirse de forma
significativa. Por ultimo, las infecciones quirurgicas han disminuido
significativamente, lo que seguramente esta en relacion con la mejora en la

profilaxis perioperatoria.

Las infecciones no hospitalarias mas frecuentes también han sido las respira-
torias (34-53%), con una tendencia alcista significativa. Las demas infecciones no
hospitalarias han tendido a subir, pero su incremento no alcanzé la significacion

estadistica.
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Hay que destacar que, tanto en las infecciones nosocomiales como en las
comunitarias, destaca por su mayor frecuencia la neumonia con un 20-29% del

total de las infecciones.

La gravedad de los enfermos ingresados se puede apreciar a partir de las va-
riables que se refieren al riesgo de tipo intrinseco o extrinseco de los pacientes

de las UCIs y a otras dos variables, el riesgo de base y el nimero de diagndsticos.

Solo el 8-20% de los enfermos estudiados no han tenido ningun factor de riesgo
de tipo intrinseco (habiendo sufrido éstos 8-14% de infeccidon hospitalaria) mientras que
casi la mitad de los pacientes tenian dos o mas factores de riesgo de tipo intrinseco, y se
infectaron la mayoria (75-92%). Por otra parte, la practica totalidad de los enfermos
ingresados han tenido factores de riesgo de tipo extrinseco, e incluso mas del 90%
tienen dos o mas de estos factores, y de ellos se han infectado del 48 al 73%. Todo lo
cual indica lo importante que seria reducir al minimo esta instrumentacion para reducir

el riesgo de infecciones.

El factor de riesgo intrinseco mas frecuente ha sido el coma (35-48% de los
ingresados) siguiéndole insuficiencia renal, diabetes y enfermedad pulmonar crénica.
De los enfermos con los dos primeros factores se infectaron del 33 al 47%, mientras que
de los que tenian diabetes o enfermedad pulmonar cronica, del 21 al 35% sufrieron
infeccion hospitalaria. Otros factores de tipo intrinseco que se han dado con menor
frecuencia (< 20%) han sido inmunodeficiencia, desnutricion y ulceras por presion,
aunque se han asociado mas a infeccidbn nosocomial, ya que se han infectado, por
término medio, casi la mitad de estos enfermos. El incremento se debe a que todos estos
factores modifican la respuesta inmunitaria a las infecciones y de ahi la mayor

susceptibilidad de los enfermos que las padecen.

Respecto a los factores de riesgo de tipo extrinseco, los mas frecuentes han sido
cateterizacion central, ventilacion mecénica y sonda urinaria cerrada, pues se han
descrito en mas de dos tercios de los enfermos ingresados, siguiéndole la cirugia (en
algo mas de la mitad). Sin embargo, su asociacion con la infeccidon hospitalaria ha sido

menor (aproximadamente en un tercio de los casos) que a otro factor menos frecuente,
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la nutricion parenteral, ya que aproximadamente la mitad de estos enfermos tuvieron
infeccion hospitalaria. En el estudio europeo EPIC, cuatro de los siete factores que
encuentran asociados con la infeccion hospitalaria han correspondido a factores de
riesgo extrinseco: catéter venoso central, catéter arterial pulmonar, ventilacién mecénica

y sondaje urinario, lo que refrenda los datos obtenidos en el estudio EPINE.

Como se refirio anteriormente, la gravedad de los enfermos ingresados en las
UCIs también se puede valorar a través de la clasificacion del riesgo de base. Mediante
la misma se observa que aproximadamente un cuarto de los enfermos tenian riesgo de
base leve, de los cuales uno de cada siete tuvo infeccion hospitalaria, mientras que en
un porcentaje similar de enfermos con riesgo de base grave se infectaron uno de cada
tres. Ello permite afirmar que esta clasificacion, aunque es menos especifica que las
anteriores para indicar el riesgo de infeccion, ya que indica riesgo de muerte (y ademas
no se disefié para enfermos de UCI), también puede servir para estandarizar antes de
comparar diferentes enfermos, unidades, afios, etc., o bien para disefiar, junto con los
factores de tipo intrinseco y otras variables conocidas al ingreso en la unidad (sexo,
edad, etc.), sencillos sistemas de puntuacion que permitan valorar el riesgo de
infeccidén nosocomial en las UCI, y asi poder concentrar mayores esfuerzos en estos

pacientes, evitando en lo posible dicha complicacion.

Algo similar puede comentarse sobre la variable que recoge el nimero de
diagnosticos diferentes de cada enfermo, ya que aproximadamente el 25% tienen
solo un diagnostico, infectandose uno de cada seis, mientras que la quinta parte de los
enfermos tenian cuatro o mas diagnosticos, y de ellos se infectaron mas de un

tercio (el doble que los anteriores).

También hay que destacar la alta positividad de los estudios microbioldgicos
realizados para el diagnodstico etiologico (76-82%), mientras que no se practicO este
tipo de estudio en solamente el 4-8% de los casos. Se debe seguir insistiendo en la
necesidad de pedir cultivos en toda sospecha de infeccion en UCIs, no solo por la
valoracion mas adecuada de la infeccion sino también para reducir en lo posible la terapia
empirica (politerapia antibidtica) clasica en estas unidades, responsable de la seleccion de

microorganismos multirresistentes.
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Por lo anterior, los microorganismos tipicos de las UCI suelen ser muy re-
sistentes a los antimicrobianos y ademas su importancia aumenta al transcurrir los
afios. Asi, el primer género, por su frecuencia mantenida en el tiempo, ha sido
Pseudomonas (hasta el 21 % del total de infecciones, de las que la mayoria
correspondieron a P. aeruginosa, 10-16%). S. aureus no meticilin resistentes ha sido el
segundo microorganismo, pero si le sumamos los meticilin resistentes puede llegar a ser
la primera especie (12-17%), por delante de P. aeruginosa. Este incremento, debido a
los meticilin resistentes es particularmente notable en los ultimos afios, en los que
asciende a la mitad de los diagnésticos de infeccion por esta especie microbiana. El
tercer puesto en esta ordenacidn etioldgica le corresponde a E.coli (5-8% del total),
aunque si consideramos como un todo los Staphylococcus coagulasa negativos (5.
epidermidis o no), éstos alcanzan la tercera posicion (8-13%). Otro coco Gram
positivo, el enterococo, ocupa una posicion similar a la del E. coli (4°-5° puestos),
con una frecuencia del 5 al 8% del total de infeccién hospitalaria con diagnostico
etiologico. A partir de 1993 se empezo a recoger de forma aislada Acinetobacter
baumannii, un microorganismo "célebre" en la UCI por su resistencia a los
antimicrobianos, y su frecuencia no ha hecho sino ascender desde esa fecha, ya que
se comenzo describiendo como agente en el 0,5% de estas infecciones en 1993 y en el
afio 1999 ha aumentado a 8,5% Por ultimo, la seleccion antibidtica acaba permitien-
do la proliferacion de levaduras, y éstas se encuentran en el 7 y el 11 % de los

diagnosticos.

1.2.8.2.- Indicaciones de la cefepima en las infecciones graves en UCI

La cefepima posee un conjunto de propiedades diferenciales con respecto a las
cefalosporinas de tercera generacion que la hacen especialmente interesante para el
tratamiento de los pacientes criticos en los Servicios de Medicina Intensiva. Entre estas
propiedades destaca su mayor velocidad de penetracion a través de las paredes externas
de los bacilos Gram negativos, su mayor afinidad por las PBP, su menor afinidad por
las betalactamasas en el espacio periplasmico y su menor induccion de estas enzimas, lo
que le confiere una mayor capacidad para erradicar las cepas mutantes que aparecen
durante el tratamiento de las infecciones producidas por un gran nimero de bacterias en

los pacientes criticos.
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Las indicaciones en que la cefepima puede ser un antibiotico de primera eleccidén

y puede formar parte de los tratamientos empiricos se exponen seguidamente [105].

4 Neumonias e infecciones respiratorias de vias bajas adquiridas en la

comunidad

En los pacientes que retinan las siguientes caracteristicas:

Infeccion por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)

La aparicion de neumonias bacterianas en pacientes VIH positivos ha aumentado
en los ultimos afios, debido a que cada vez es mas frecuente la profilaxis para las
infecciones oportunistas (antifingicos, antivirales, tuberculostaticos). En estos pacientes
es frecuente la presencia de flora mixta, en la que estan presentes S. pneumoniae y
bacilos Gram negativos como P. aeruginosa. Cuando la neumonia se acompafia de
insuficiencia respiratoria aguda, el tratamiento empirico debe iniciarse con un
antibiotico activo frente a dichas bacterias, ademas de otros que sean activos frente a P.

carinii si se sospecha este patdgeno por la clinica o la radiologia.

Broncopatia cronica y bronquiectasias

Los pacientes con enfermedad crénica respiratoria que reciben tratamiento con
corticoides y/o en los que es frecuente la utilizacion de antibidticos por infecciones de
repeticion, pueden desarrollar neumonias o infecciones de vias aéreas bajas que cursen
con insuficiencia respiratoria. En esta situacion es frecuente que la etiologia de la infec-
cion sea mixta, con participacion de bacilos Gram negativos y P. aeruginosa, los cuales

estan presentes en estos pacientes en una proporcion cada vez mayor.

Neumonias de mala evolucion en tratamiento con cefalosporinas de segunda

(cefuroxima, cefonicid) o tercera generacion (cefotaxima, ceftriaxona) y eritromicina

En ocasiones, pacientes ingresados en el hospital por una neumonia de la

comunidad evolucionan de forma desfavorable y presentan en los siguientes dias al
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ingreso signos de insuficiencia respiratoria que obligan a intubacién y ventilacion
mecanica. En estos casos se debe valorar el primer tratamiento como fracaso e iniciar un
tratamiento de rescate que puede incluir una cefalosporina de cuarta generacion

asociada con aminoglucésidos y eritromicina.

En estas tres situaciones, cefepima (2g/8-12 horas) mas amicacina (15
mg/kg/dia) es una buena alternativa terapéutica, mejor que otras combinaciones

utilizadas.

4 Infecciones respiratorias adquiridas en el hospital: neumonias,
bronconeumonias y traqueobronquitis, adquiridas durante la ventilacion

mecanica

Los patogenos predominantes son P. aeruginosa, S. aureus y A. baumannii, y en
la mitad de los casos se presentan formando parte de flora polimicrobiana. El
tratamiento empirico se realiza con la asociacion de dos antibidticos y se fundamenta,
en cada UCI, en el conocimiento de los patogenos que son endémicos. En aquellos
casos en que predominan P. aeruginosa y S. aureus, la asociacion de cefepima (2 g/8
horas) con aminoglucosidos (amicacina, 15 mg/kg en monodosis) o quinolonas
(ciprofloxacino, 400 mg/12 horas) es una alternativa de eleccidén que mejora el espectro
de las combinaciones anteriores en los casos de cepas endémicas resistentes a
ceftazidima y ureidopenicilinas. Los carbapenemes deben reservarse, en los protocolos
de tratamiento empirico, para los tratamientos de segunda eleccion, excepto en los
casos en que predomine como cepa endogena A. baumannii, sensible a dichos

antibioticos.

v Neumonias de mala evolucion con tratamiento previo que incluia

cefalosporinas de tercera generacion

En estos casos, un tratamiento de rescate puede incluir una cefalosporina de
cuarta generacion asociada con aminoglucosidos o quinolonas. Es obligado realizar
procedimientos invasores para obtener muestras de exudado bronquial que permitan
identificar los patogenos causantes de la infeccion. Cuando exista la sospecha de

bacterias anaerobias o el paciente presente un segundo foco de infeccion abdominal o en
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partes blandas, debe asociarse un antibidtico anaerobicida o administrarse una

ureidopenicilina o carbapenemes.

v Bacteriemias con o sin foco determinado

El tratamiento empirico de un paciente con sospecha clinica de bacteriemia
secundaria se inicia con una combinacion de farmacos que cubran los patdgenos mas
frecuentes como origen de la infeccion. La cefepima es de eleccion cuando el foco es
respiratorio. Cuando no existe un foco conocido, las bacteriemias se asocian en la
mayoria de los casos con flora cutanea, en que predomina S. epidermidis, o con flora
entérica (enterobacterias), y el tratamiento debe incluir un glucopéptido (vancomicina o
teicoplanina) asociado con un antibiotico con cobertura frente a las enterobacterias. En
los hospitales en que existen cepas endémicas con patrones de resistencia elevados
frente a ceftazidima, monobactdmicos o ureidopenicilinas, la cefepima es una

alternativa que, asociada con glucopéptidos, supone un tratamiento de mayor seguridad.

1.2.9.- FICHA TECNICA DE CEFEPIMA

Segun la Ley 25/1990, de 20 de diciembre, del Medicamento, y mas
concretamente en el articulo 16 de garantias de identificacion: denominacidén de las
especialidades farmacéuticas, se indica que en la ficha técnica figurara la Denominacion
Oficial Espafiola, claramente destacada, de las sustancias medicinales que contengan la
especialidad farmacéutica o, en su defecto, la Denominacion Comun Internacional o la
denominacidén comun usual o cientifica. Ademas, en el articulo 17 de la mencionada ley
de garantias de identificacion: declaracién de la composicion, en la ficha técnica
figurara, entre los datos de identificacion, la completa y exacta composicion cualitativa
y cuantitativa, incluyendo no solo las sustancias medicinales, sino también todos los
excipientes y los disolventes, aunque estos ultimos desaparezcan en el proceso de

fabricacion.

En el articulo 19 de garantias de informacion: ficha técnica, etiquetado y
prospecto, se indica que el titular de la especialidad farmacéutica proporcionara
informacion escrita suficiente sobre su identificacion, indicaciones y precauciones a

observar en su empleo. La ficha técnica resumird la informacion cientifica esencial
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sobre la especialidad a que se refiere, y sera difundida a los médicos y farmacéuticos en
ejercicio y, en su caso, a los veterinarios en ejercicio, por el titular de la autorizacion,
antes de la comercializacion de la especialidad farmacéutica. Segun este articulo, la
ficha técnica se ajustara a un modelo uniforme, y en ella constara datos suficientes sobre
identificacion y su titular, asi como la informacidén que requiera una terapéutica y
atencion farmacéutica correcta, de acuerdo con los estudios que avalan su autorizacidn.
A la ficha técnica acompaiiara, preceptivamente, informacién actualizada del precio de
la especialidad, y, cuando sea posible, la estimacion del coste del tratamiento. Ademas,
de contener informacion concerniente a la especialidad farmacéutica, podra contener

informacion de otras dosificaciones o vias de administracion del mismo medicamento.

La informacion que proporcione la ficha técnica, especialmente a la que se
refiere a indicaciones, contraindicaciones, efectos adversos y precauciones particulares
en su empleo, deberd ser congruente con los resultados de los estudios farmacologicos y
clinicos y con el estado presente de los conocimientos cientificos. También debera
reflejar la experiencia adquirida con la especialidad farmacéutica desde su
comercializacion. Las afirmaciones que contengan estaran, en todo caso, apoyadas por
estudios cientificos y no seran desorientadoras para los profesionales sanitarios o el

publico.

Los textos y demas caracteristicas de la ficha técnica han de ser previamente
autorizados por el Ministerio de Sanidad y consumo, al igual que sus posibles

modificaciones.

De esta forma, y considerando que la ficha técnica es el Unico documento
técnico y que da fe del medicamento, se incluye a continuacion la ficha técnica de la

cefepima.



Introduccién

56




Capitulo 1 57

1.3.- METODOS INSTRUMENTALES APLICADOS EN EL ANALISIS DE LAS
CEFALOSPORINAS

No cabe duda, que el medicamento es uno de los bienes mas importantes dentro
del sistema sanitario de cualquier pais. Sin embargo, esta desmesurada confianza que
parece tener la sociedad en el medicamento, puede acarrear graves consecuencias
debido a un mal uso del mismo. De ahi, la necesidad de controlar el producto antes y
después de su comercializacion. Es aqui donde juega un importante papel el analisis de

farmacos a través de métodos instrumentales.

Las técnicas instrumentales aplicables al analisis cualitativo y cuantitativo de

antibioticos son necesarias en tres areas fundamentales.

En primer lugar, en la industria farmacéutica es primordial disponer de un
sistema analitico que detecte, identifique y cuantifique los productos obtenidos en los
programas de investigacion destinados a la obtencion de un nuevo compuesto con

actividad farmacologica.

El segundo campo de aplicacion se encuentra en el area clinica, tanto en los
estudios farmacocinéticos de un nuevo farmaco, como en la monitorizacion de los

niveles séricos de aquellos principios activos con un bajo indice terapéutico.

En tercer lugar, las técnicas instrumentales son de un indudable interés debido a
la informacion que aportan sobre la estructura de la molécula, presencia de
contaminantes y productos de degradacion, actividad, propiedades fisicoquimicas, etc. ..
Por este motivo, se considera indispensable en la investigacion de la pureza, identidad y

estabilidad del compuesto, toxicidad del mismo y dentro del marco legal.

A continuacidn, se relacionaran las técnicas instrumentales utilizadas en esta

memoria y descritas en la bibliografia, aplicadas al analisis de las cefalosporinas.
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1.3.1.- ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

El espectro de absorcion ultravioleta-visible de cada una de las cefalosporinas,

se puede utilizar para la identificacion de la molécula y para su cuantificacion.

La absorcion a longitudes de ondas proximas a 262 nm se ha atribuido al grupo
croméforo del anillo 0=C-N-C=C-. Cuando se abre el anillo por un mecanismo
hidrolitico disminuye la absorbancia a esta longitud de onda y puede desaparecer
cuando la hidrolisis es total. Este maximo puede estar desplazado por la presencia en la
molécula de sustituyentes capaces de producir un efecto batocromico e hipsocromico
sobre el mismo. Ademas de esta banda de absorcidn, aquellas cefalosporinas que poseen
otros grupos cromoOforos como los contenidos en los anillos tienilo, tetrazol,
aminotiazol, presentan los maximos correspondientes a los cromoforos citados. En la
Tabla 1.8 figuran las longitudes de onda de maxima adsorcion ultravioleta que presenta

algunas cefalosporinas en solucion acuosa.
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Tabla 1.8. Longitudes de onda de maxima absorcion

que presentan las cefalosporinas por espectrofotometria ultravioleta

Cefalosporina (nm)
Cefaclor 265
Cefacetrilo 260
Cefadroxilo 264
Cefalexina 260
Cefalodirina 240-255
Cefalotina 240-265
Cefamandol 270
Cefapirina 260
Cefazolina 270
Cefmetazol 272
Cefonicid 266
Cefoperazona 262
Cefotaxima 234-245
Cefoxitina 235-262
Cefradina 260
Ceftazidima 256
Ceftizoxima 233-294
Ceftriaxona 242-272
Cefsulodina 264
Cefuroxima 275

Esta técnica se ha utilizado ampliamente en el control de estos antibioticos, bien
por determinacion directa de la absorbancia de la molécula o mediante la determinacion
de otros grupos cromoOforos obtenidos por tratamiento previo de la muestra en
condiciones controladas de pH y temperatura [106]. No obstante, este procedimiento
analitico puede perder especificidad por la interferencia que produce la contaminaciéon
de sintesis y determinados productos de degradacion que se originen en el propio

tratamiento de la muestra.
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Otro método muy difundido en el analisis de cefalosporinas es la determinacidén
espectrofotométrica con el reactivo hidroxilamina. Su fundamento es la ruptura del
anillo B-lactdmico producida por la hidroxilamina en unas condiciones de pH
establecidas para cada molécula y la formacion del acido hidroxamico correspondiente

que posteriormente forma un complejo coloreado con el ion férrico.

Otros métodos consisten en la determinacion de ciertas cefalosporinas mediante
la oxidacion de las mismas con distintos reactivos [107,108], o mediante la formacion

de distintos complejos coloreados con el i6n paladio [109] o con hierro [110].

En el caso de mezclas de moléculas que presentan solapamiento de las bandas de
absorcion, se ha recurrido a la primera y segunda derivada del espectro, lo cual permite

un analisis preciso, rapido y sensible de preparaciones multicomponentes [111-113].
1.3.2.- METODOS POLAROGRAFICOS

La mayoria de las cefalosporinas experimentan electroreduccion en electrodos
de mercurio. Sin embargo, el grupo electroactivo puede involucrar diferentes partes del
anillo B-lactamico (Figura 1.6). De esta forma, podemos clasificar a las cefalosporinas

de la siguiente forma [114]:

O H
I 1 Ra s
R2 —C—N-77Ts 2
8 5
y W CH- Ry
0 |

COOR3

Figura 1.6. Estructura del anillo betalactamico.
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v’ Cefalosporinas sin un grupo electroactivo en la cadena del C7 y con un radical
alquilo en C3: en este grupo se incluyen cefalosporinas como cefadroxilo,
cefalexina y cefradina, las cuales sufren una reduccion con dos electrones del
doble enlace Cs=C,4, que en medio acido, se produce a un potencial ligeramente
mas positivo que la reduccion del electrolito soporte usado y que produce una
sola onda. Por otro lado, la intensidad de corriente disminuye al aumentar el pH

(por encima de 2.5).

| |
>C=C-COOH +2¢ +2H" — >CH - CH- COOH

v" Cefalosporinas con un grupo no reducible en la cadena de C7 y con un buen grupo
saliente en C3: se incluye cefalotina y cefacetrilo. La naturaleza del grupo R;

influye de manera decisiva sobre el proceso de reduccion.

COOH R
Ky |

|
R —CH-C=CH
| el 2

—$=C—(Tuh+2e+2ﬁ*
COOH ks —qH=$—CH3
COOH R

v" Cefalosporinas con un grupo reducible en la cadena de C7 y un buen grupo saliente
en C3: cefoperazona, cefoxitina, cefuroxima, cefotaxima, ceftriazona, cefotian,
cefmetazol, cefamandol y ceftazidima. Entre las cefalosporinas mas estudiadas de
este grupo destacan aquellas que poseen un grupo alquiloxiimino en C7. En este
grupo se incluye a la cefepima. Estas cefalosporinas se reducen produciendo dos
ondas: una a potenciales mas positivos correspondiente a la reduccion, con cuatro
electrones, del grupo anteriormente citado; y otra correspondiente al enlace C-R;

donde intervienen dos electrones, a potenciales mas negativos.
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>C =NOR +4¢ + 5H" — >CH - NH; + ROH

A valores mas altos de pH:

>C =NOR +4¢ +4H" — >CH - NH, + ROH

v" Cefalosporinas con un grupo reducible en la cadena de C7 y con un grupo alquilo o
hidrogeno en C3: cefetamet y ceftizoxima poseen un grupo metoxiimino en C7 que
se reduce tal y como se describid en el anterior grupo. En cuanto a la reduccion del

grupo del C3 no presenta ninguna onda.

v" Cefalosporinas con un grupo no reducible en C7, pero con un buen grupo saliente
en C3, donde ademas presenta otro centro electroactivo. Cefsulodina presenta tres
ondas de reduccion: la  primera debida a la reduccion del grupo N-
alquilisonicotamida; la segunda debida a el enlace C-N del C3; y la tercera

reduccion es debida a un compuesto alcoholico producido en la segunda reduccion.

En la Tabla 1.9 se recoge algunas caracteristicas del comportamiento polarografico

de algunas cefalosporinas [115-120].
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1.3.3.- VOLTAMPEROMETRIA DE REDISOLUCION ADSORTIVA

La adsorcion de las cefalosporinas, o de cualquiera de los productos de degradacion
obtenidos en medio acido o basico, pueden acumularse en la superficie del electrodo.
Cuando estas sustancias son adsorbidas en el electrodo se puede conseguir un aumento de

la sensibilidad de la técnica voltamperométrica de varios 6rdenes de magnitud.

Las formas oxidadas de las cefalosporinas son adsorbidas en electrodos de
mercurio. Los acidos conjugados de estos compuestos, los cuales son formadas a valores
de pH inferiores a 8, son adsorbidas entre O y -0.2 V y redisueltas a -1 y -1.2 V. La base

conjugada, reducida a pH mayor que 9, es mas dificilmente adsorbida.

Las condiciones de redisolucion de algunas cefalosporinas estan recogidas en la

Tabla 1.10[114,121-123].
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1.3.4.- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICACIA

Tradicionalmente, el método microbiologico se ha utilizado para establecer la
actividad de estos principios activos en fluidos bioldgicos. Sin embargo, esta técnica
presenta dos importantes inconvenientes como son, su baja especificidad que se pone de
manifiesto en pacientes tratados con varios principios activos o en aquellas muestras en

las que estan presentes metabolitos, y que requiere un periodo de incubacion largo.

Durante las décadas de los setenta y ochenta se desarrollo la cromatografia
liquida de alta eficacia que introducia importantes mejoras como sensibilidad, precision
y especificidad. Esto hizo que, junto a ser una técnica rapida, se empleara en estudios

farmacocinéticos de gran cantidad de principios activos.

Las caracteristicas estructurales de las cefalosporinas hacen que estos
antibioticos constituyan un grupo idoneo para su analisis por métodos cromatograficos.
Por su naturaleza lipofilica, estas moléculas presentan una buena retencion en las
columnas y las distintas cadenas laterales unidas al anillo B-lactamico facilitan la
resolucion cromatografica de estos compuestos. Las cefalosporinas que poseen
sustituyentes muy polares son separadas por cromatografia de cambio i6nico. Por otro
lado, las cefalosporinas con sustituyentes poco polares, como pueden ser grupos
alquilos y halogenos, son usadas preferentemente en cromatografia de fase reversa. La
mayoria de las cefalosporinas se determinan por cromatografia de fase reversa debido a
la gran estabilidad que presentan los rellenos hidrocarbonados (Cs y Cig) de la fase
estacionaria de este tipo de cromatografia. La retencidon cromatografica de las
cefalosporinas va a depender principalmente de los sustituyentes en C3 y C7, pero
también de un complejo mecanismo donde estan involucrados al mismo tiempo el pH,

el pK, y la fuerza i6nica de la fase movil [124,125].

Los fluidos biolégicos son mezclas muy complejas de sustancias (proteinas,
lipidos,...) que pueden deteriorar alguna parte del sistema cromatografico o que pueden
producir interferencias, por ello, se hace necesario tratar la muestra antes de su
inyeccion en la columna. Este tratamiento consiste en la dilucion de la muestra,

precipitacion de proteinas y extraccion del farmaco.
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La dilucion de las muestras se suele realizar en aquellos fluidos con baja
cantidad de proteinas como en orina, bilis y liquido cefalorraquideo. La dilucion se
suele realizar con agua o con un tampon apropiado. Hay que destacar que, en muchos
casos, las muestras de liquido cefalorraquideo son directamente inyectadas sin previo

tratamiento [126].

La precipitacion proteica es un método bastante extendido debido a su
simplicidad. Sin embargo, posee algunos inconvenientes de dilucion de la muestra, de
incompletas precipitaciones, de precipitacion de otras sustancias distintas al analito y de
una hidrolisis acida, en el caso en que se use acidos (acido tricloroacético y acido
perclorico son los mas usados) para la precipitacion. En otras ocasiones se usan
sustancias alcohdlicas, normalmente etanol o metanol, que pueden producir una leve
disminucidn en la resolucion debido a un ensanchamiento del pico. Acetonitrilo es otra
sustancia precipitante que se usa con mucha frecuencia. La dilucioén de la muestra en la
precipitacion produce una disminucion de la sensibilidad. Este problema se soluciona en
muchas ocasiones usando, posteriormente a la precipitacion, un disolvente orgéanico
como diclorometano, que extrae el resto de precipitante, concentrandose la

cefalosporina en el sobrenadante.

Algunas cefalosporinas son previamente aisladas por adsorcion en resinas de
intercambio 16nico y posterior elucion. En estos casos la interaccion de la cefalosporina
con el empaquetamiento de la columna es mucho mayor que la que posee con las
proteinas. Este método alarga la vida de las columnas cromatograficas y logra una

preconcentracion de la muestra.

La mayoria de los trabajos publicados describen la determinacion de estos
antibioticos en muestras de origen bioldgico, tanto en la realizacién de estudios
farmacocinéticos como en la monitorizacion de niveles séricos. En la Tabla 1.11 se

recoge las determinaciones cromatograficas de algunas de las cefalosporinas [127-133].

También hay que destacar algunos articulos que separan las distintas
cefalosporinas mediante cromatografia liquida de alta eficacia y posteriormente utilizan
un detector electroquimico como alternativa a la deteccion ultravioleta, donde fijando

el potencial se realiza una medida amperométrica [134-135].
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1.3.5.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS SOBRE METODOS DE
DETERMINACION DE CEFEPIMA

La busqueda exhaustiva de la bibliografia relacionada con la cefepima revela
que la técnica mas utilizada para su determinacion es la cromatografia liquida de alta
eficacia. A continuacion se hace un breve resumen de los distintos métodos analiticos
para la determinacion de cefepima junto con la aplicacion, si es el caso, que cada autor

le ha dado al analisis de dicho principio activo en distintos fluidos biolégicos.

v Cromatografia liquida de alta eficacia

Claudine E. Fasching y col. [136] describen en 1986 la determinacion de
cefepima en muestras de suero humano y en ratas empleando una columna
microBondapak C;g, acido acético a pH 2.8 y acetonitrilo en agua al 5% como fase
movil, un flujo de 2 ml/min y deteccion espectrofotométrica a 275 nm. Comparan dos
métodos de extraccion, uno donde utiliza metanol y acido acético, y otro donde usa
metanol exclusivamente. Demuestran que con el primer método se obtienen mejores
porcentajes de recuperacion (93%), con una linealidad en el rango de concentraciones

comprendido entre 0.625 y 80 ug/ml y un limite de deteccion de 1 pg/ml.

Barbhaiya, R.H. y col. [137] describen en 1987 la determinacion de cefepima en
muestras de plasma y de orina en ratas. En el caso del plasma utilizan acetonitrilo y
acido tricloroacético para la precipitacion de las proteinas, seguida de una extraccidon
con acetonitrilo y diclorometano. La orina la diluyen con un tampoén acido
acético/acetato sddico de pH 4.25. La deteccion espectrofotométrica la realizan a 280

nm. El objetivo del estudio es obtener pardmetros farmacocinéticos.

Jehl, F. y col. [138] describen en 1997 la determinacion de cefepima en muestras
de suero humano empleando una columna Ultrasphere XL-ODS, acetato amonico 20
mM en acetonitrilo 7% y ajustando el pH a 2.8 con 4acido acético como fase moévil, un
flujo de 1 ml/min y deteccion espectrofotométrica a 254 nm. El método de extraccion
usado consiste en el uso de acetonitrilo como precipitante de proteinas seguido de una
extraccion con diclorometano (106% de recuperacion), con una linealidad en el rango

de concentraciones comprendido entre 0.1y 50 pg/ml y un limite de deteccion de
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0.1 pg/ml. Demuestran que la cefepima en agua es estable al menos durante 24 horas a
4°C, y estable en suero durante 6 horas a la misma temperatura, aunque sufre una
importante degradacion después de 24 horas en estas condiciones, por lo que proponen

que se conserve a -80°C.

Dani¢le Barthes y col. [139] describen en 1997 la determinacidn de cefepima en
diferentes soluciones empleando una columna Lichrocart 100-RP-18, acetonitrilo y
tampon acido acético/acetato sodico de pH 4.8 en la proporcion 10:90 como fase movil,
un flujo de 1 ml/min y deteccidon espectrofotométrica a 257 nm, con una linealidad en el
rango de concentraciones comprendido entre 20 y 120 pg/ml y un limite de deteccion de
0.1 pg/ml. Demuestran que cefepima es estable en una solucion de cloruro sodico al
0.9% y en glucosa al 5% durante 15 dias a una temperatura de 4°C, y que a 24°C es
estable en cloruro sédico al 0.9% durante 72 horas, y en glucosa al 5% durante 48 horas.
Indican que la inestabilidad es debida a la ruptura del anillo betalactamico, lo que

produce una coloracion amarilla intensa.

Chan, C.Y. y col. [140] describen en 1998 la determinacion de cefepima en
plasma humano empleando una columna Radial-Pack C;g, acetonitrilo: acido 1-
heptanosulfonico 0.005 M (8:92), un flujo de 1 ml/min y deteccion espectrofotométrica
a 260 nm. El método de extraccion usado consiste en el uso de acetonitrilo como
precipitante de proteinas seguido de una centrifugacion a 12.000 g durante 1 minuto
(97% de recuperacion), con una linealidad en el rango de concentraciones comprendido
entre 0.78 y 100 ug/ml y un limite de deteccion de 0.8 pg/ml. Indican que la cefepima

es estable en plasma al menos durante 20 dias a 4 y -20°C de temperatura.

Notari, R. y col. [141] realizan en 1998 un estudio empleando HPLC, sobre la
cinética de degradacion y estabilidad de las soluciones acuosas de cefepima, indicando

que en el rango de pH entre 4 y 6, estas soluciones son estables a 30°C durante 2 dias.

Campanero, M.A. y col. [142] detallan en 1999 la determinacion de cefepima en
plasma humano empleando una columna Hypersil BDS Cis, acetonitrilo: tampdn
acetato a pH 4 (2.8:97.2), un flujo de 1 ml/min y deteccion espectrofotométrica a 254
nm. El método de extraccion usado consiste en el uso de acido tricloroacético como

precipitante de proteinas seguido de una extraccion con cloroformo (104% de
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recuperacion), con una linealidad en el rango de concentraciones comprendido entre 0.5

y 500 pg/ml y un limite de deteccion de 0.15 pg/ml.

Maddox, F.C. y Stewart, J.T. [143] describen en 1999 la resolucién de una
mezcla acuosa de cefepima y metronidazol, usando como fase moévil agua y acetonitrilo
a pH 3.4 (ajustando con acido acético e hidréxido potésico) en la proporcion 95.5:5.5,
con un flujo de 1.5 ml/min y una deteccion de 280 nm. El método es lineal para un
rango de concentraciones entre 19 y 300 pg/ml para cefepima y entre 9 y 150 pg/ml
para metronidazol. El limite de deteccion para cefepima es 125 ng/ml y 63 ng/ml para

metronidazol.

Parissi-Poulou, M. y col. [144] detallan en 1999 la determinacién de cefepima en
muestras de plasma y fluido vitreo humano empleando una columna Hypersil BDS Cis,
fosfato sodico dihidrogeno (pH 3) y metanol en la proporcion 87:13 como fase moévil,
un flujo de 1 ml/min y deteccion espectrofotométrica a 270 nm. El método de
extraccion empleado con el plasma consiste en el uso de acido perclorico al 70% como
precipitante de proteinas seguido de una dilucion con agua (96-99% de recuperacion).
El fluido vitreo fue tratado con 0.35 ml de acetonitrilo y 0.1 ml de &cido perclorico al
70%. La linealidad en plasma comprende el rango de concentraciones entre 1y 50 ug/ml
con un limite de deteccion de 0.83 pg/ml, y en el fluido vitreo entre 1 y 15 ug/ml con

un limite de deteccidon de 0.68 pg/ml.

Breilh, D. y col. [145] describen en 1999 la separacion de cefepima y cefpiroma
en muestras de suero humano empleando una columna Supelcosil ABZ+, con una fase
movil compuesta por Acetonitrilo y 20 mM de tampon dihidrogenofosfato potésico a
pH 2 en la proporcion 6:94. El flujo se ajusta a 1 ml/min y la deteccion
espectrofotométrica se realizo a 263 nm. El método de extraccion consiste en hacer
pasar las muestras por un filtro Microcon (86% de recuperacion). La linealidad en suero
comprende el rango de concentraciones entre 0.5 y 200 pg/ml con un limite de

deteccidn de 0.1 pg/ml para ambos principios activos.

En 1999 se publicaron dos trabajos de investigacion sobre la estabilidad de
cefepima en distintas soluciones utilizando HPLC. El primero de ellos, perteneciente a

Williamson, J.C. y col. [146] indican que la cefepima es estable en soluciones de
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dialisis peritoneal con dextrosa al 1.5% durante 14 dias a 4°C, durante 7 dias a 25°C y
durante 48 horas a 37°C. Por otro lado, Stewart, J. y col. [147] indican que cefepima es
estable en bolsas de propileno con cloruro sodico al 0.9% y dextrosa al 5% durante 90

dias a -20°C, durante 7 dias a 4°C y durante un dia a 24°C.

Frangoise Bressolle y col. [148] detallan en 2001 la determinacion de cefepima
en plasma, orina y fluido de didlisis humano empleando una columna Nucleosil C;s y
como fase movil acetonitrilo y acetato amonico a pH 4 en la proporcion 10:90 para
plasma y 12:88 para el resto de fluidos, un flujo de 1 ml/min, una temperatura
controlada de 35°C y deteccion espectrofotométrica a 280 nm. El método de extraccion
usado consiste en el uso de acido tricloroacético, acetonitrilo y diclorometano para las
muestras de plasma (86% de recuperacion). Las muestras de orina y las de fluido de
dialisis fueron inyectadas directamente en una precolumna para ser lavadas y
preconcentradas (87% de recuperacion), antes de pasar a la columna cromatografica,
con una linealidad en el rango de concentraciones comprendido entre 0.5y 100 ug/ml y

un limite de deteccion de 0.2 pg/ml.

Tsai, T.-H. y col. [149] realizan en 2001 un estudio farmacocinético de cefepima
en bilis de rata empleando una columna Lichrosorb RP-18, 4cido fosforico a pH 3 y
metanol en la proporcion 87:13 como fase mévil, un flujo de 1 ml/min, una temperatura
controlada de 35°C y deteccion espectrofotométrica a 270 nm. El método de extraccion
usado consiste en hacer pasar las muestras por una membrana de microdialisis (69% de

recuperacion). El método es lineal en el rango comprendido entre 0.05 y 50 ug/ml.

Philippe Moreillon y col. [150] en 2002 evaluaron mediante HPLC la
degradacion de cefepima en muestras de plasma humano a 20, 37 y 4°C, observando
que existe una significante degradacion a las dos primeras temperaturas y que se

mantiene estable a 4°C.

Wojciech Musia y col. [151] en 2002 y con ayuda de la cromatografia liquida de
alta eficacia, establecen una ecuacion de primer orden sobre la estabilidad de muestras

de cefepima bajo la influencia de humedad en un rango de 25 al 76.4%.



Introduccién 74

Lawrence Trissel y col. [152] en 2003 evaluaron mediante HPLC la estabilidad
fisica y quimica de cefepima en bolsas de acetato de etilenvinil durante 7 dias a 23°C y

durante 30 dias a 4°C, observando que es estable en estas condiciones.

v Electroforesis capilar

Yahya Mrestani y col. [153] en 1998 determinan las constantes de disociacion de
varias cefalosporinas, entre ellas cefepima, mediante electroforesis capilar, usando para
ello un capilar de 48.5 cm x 50 pm y un detector de diodos monitorizado a 256 nm y a
25 °C. Las muestras eran inyectadas con 50 mbar de presion durante 9 segundos y con
un volumen de inyeccion de 18.8 nl. Los resultados obtenidos son confirmados
mediante valoracion potenciométrica donde se usé 0.5 M de éacido clorhidrico y 0.5 M

de hidroxido sédico, variando el pH desde 1.8 hasta 12.2.

4 Espectrofotometria de absorcion molecular

Rédenas, V. y col. [154] en 1995 determinan simultdneamente cefepima y L-
arginina sin paso previo de separacion, mediante espectrofotometria de segunda

derivada.

Con posterioridad a la determinacion espectrofotométrica de la constante de
disociacion de la cefepima desarrollada en esta memoria, Anna Tsantili-Kakoulidou y
col. [155] en 2002 publican un trabajo donde determinan varias constantes de
disociacion de cefepima usando espectrofotometria ultravioleta y valoracion

potenciométrica.

4 Técnicas electroquimicas

Petr Zuman y col. [156] publican en 2002 un estudio electroquimico de
cefepima, donde describen el proceso de reduccion y de oxidacidén con un electrodo de
carbono. Manifiestan que el mecanismo de reduccion de cefepima es atribuido al enlace
N-O que primeramente se protona y posteriormente se reduce, pero no pueden observar

este segundo paso ya que se produce a un potencial mas negativo del que permite este



Capitulo 1 75

tipo de electrodo. Por otro lado indican que el proceso de oxidacion de cefepima es

debido al grupo aminotiazol en un solo paso y con la intervencién de dos electrones.

Hay que indicar que hemos publicado 2 trabajos en los afios 2000 y 2003
[157,158], que forman parte de esta memoria, sobre las caracteristicas de reduccion de
la cefepima en un electrodo de mercurio y sobre las propiedades de adsorcion sobre el
mismo electrodo y sus aplicaciones en la determinacion del citado farmaco en fluidos

biologicos, respectivamente.
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2.1 - INSTRUMENTACION

Los distintos instrumentos y aparatos empleados en el desarrollo de la investigacion

han sido los siguientes:

v Polarografo Metrohm 663 VA con un potenciostato-galvanostato ECO-
Chemie PGSTAT 10-Autolab acoplado a un ordenador personal Hyundai
486/100 provisto del software GPES 4.2.

v' Electrodos:

* Electrodo de trabajo: electrodo capilar de mercurio Metrhm
6.1230.010.

* Electrodo de referencia: electrodo de Ag/AgCl/KCI 3M.

* Electrodo auxiliar: electrodo de platino.

v Celda electroquimica Metrohm 6.1415.210.

<\

Celda electroquimica termoregulable de doble pared Metrohm EA 876-20.

v Espectrofotometro UV-Vis Unicam UV-500 acoplado a un ordenador
personal provisto del software Vision 32. Las medidas se realizaron
empleando una cubeta de cuarzo de 10 mm de paso de luz.

v' Sistema cromatografico Merck-Hitachi-Lachrom, consistente en una bomba

L-7100 conectada a una columna LiChrospher 100 RP-18 (5 um, 250x4 mm

LichroCART con precolumna de 10x4 mm), un detector de diodos L-7544 y

un inyector de muestras manual Rheodyne de 20 ul 77251. El equipo esta

acoplado a un ordenador provisto del software HPLC-System-Manager

HSM D-7000, a través del cual se controlan todas las funciones del

cromatografo asi como la adquisicion y analisis de datos.

pH-metro Crison modelo micropH 2002.

Termostato de circulacion de agua Tectron 3000543,

Agitador mecanico p-Selecta Vibromatic 384.

Bafio de ultrasonidos p-Selecta Vibromatic.

Centrifuga Sigma Laborzentrifugen 4-10.

Balanza analitica Mettler AB 104.

SR U N N N SR

Equipo de filtracion Millipore provisto de matraz kitasato de 1 1, embudo
filtrante, placa de vidrio sinterizado y filtros Lida de 47 mm de didmetro y

0.45 pm de diametro de poro.
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2.2 - REACTIVOS Y DISOLUCIONES

A continuacion, se enumeran los distintos reactivos y principio activo empleados

a lo largo del proceso experimental:

v’ Principio activo: clorhidrato de cefepima (Bristol-Myers Squibb), de riqueza

superior al 99.5%.

v" Disolventes:

Agua desmineralizada (Milli Q plus) de resistividad controlada
periddicamente de 18 MQ/cm.

Acetonitrilo (Merck), diclorometano (Merck), metanol (Romil,
calidad para cromatografia), etanol (Merck), isopropanol (Merck),
dimetilformamida (Merck), peroxido de hidrégeno (Merck), dioxano

(Merck), todos ellos de calidad para analisis.

v" Reactivos: acido ortofosforico, acido acético, acido ascorbico, hidroxido de

sodio, hidréxido de potasio, monohidrogeno fosfato de sodico y dihidrogeno

fosfato de potasio, todos ellos de calidad para analisis y suministrados por
Merck.
v' Mercurio (Merck).

v Disoluciones reguladoras de pH:

Tampon fosfato empleado en polarografia diferencial de impulsos y
en espectrofotometria de diferentes valores de pH. Se preparan
mezclando volimenes adecuados de una disolucion de 4cido
ortofosforico 1 M y de una disolucion de hidréxido de sodio 1M.
Tampon fosfato empleado en voltamperometria de redisolucion
adsortiva catddica de diferentes valores de pH. Se preparan
mezclando volimenes adecuados de una disolucion de 4cido
ortofosforico 1 My de una disolucion de hidréxido de potasio 1M.
Tampon fosfato 0.001 M de pH 7. Se prepara mediante la mezcla de
0.135 g de dihidrogeno fosfato de potasio y 0.14 g de monohidrégeno

fosfato de sodio y enrasando con agua hasta 100 ml.
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v' Sales: las disoluciones de los iones se prepararon a partir de las sales que se
detallan en la siguiente tabla. Todas las sales empleadas fueron de pureza

analitica y suministradas por Merck (Tabla 2.1.).

Tabla 2.1. Sales empleadas en ¢l proceso experimental.

I6n Sal del i6n
NG AI(NOs);
Ca®™ Ca(NOs), 4 H,0
Fe'" Fe(NOs); 9 H,O
Fe*" Fe(NH,)»(S04), 6 H,O
Mg** Mg(NO); 6 H,0
Zn*" Zn(NOs), 6 H,O
Ni** Ni(NOs), 6 H,0
Mn* MnSO,; H,O
Co™ Co(NOs), 6 H,0
Cu™ Cu(NOs), 3 H,0

2.3 - TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS ANALITICOS

En este apartado se resumen las diferentes metodologias empleadas para el
tratamiento de los datos analiticos. Esta descripcion se divide en dos secciones: por una
parte el estudio de la etapa de calibracion; y por otra, los procedimientos de validacion

aplicados a los diferentes métodos analiticos que se proponen.

2.3.1 - CALIBRACION

Los métodos instrumentales de andlisis suelen ser métodos comparativos o
relativos. Por tanto, el primer paso en el desarrollo de un método de analisis relativo
para obtener la concentracion de analito presente en una muestra es la comparacion de
la sefial analitica con la de un conjunto de patrones de composicion conocida a través de
lo que se denomina proceso de calibracion quimica. Es por ello por lo que la

calibracion, como etapa integrante del proceso analitico, es de gran importancia y solo
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se podra obtener una buena exactitud en los resultados si se aplican buenos métodos de

calibracion.

La calibracién univariante, usando un modelo de linea recta, es una de las
operaciones mas frecuentes en quimica analitica. La relacién entre la sefial analitica
medida y la concentracion del analito se considera del tipo Y = a + bX, donde Y
representa la sefial analitica y X la concentracion del analito presente. La relacion entre
Y y X podria incluir otros términos, como en el caso de la ecuaciéon Y = a + by X +
b1, X?. De este modo no nos tendriamos que restringir unicamente al intervalo recto sino
que podriamos extendernos hacia concentraciones mas elevadas. Sin embargo, existen
diversas razones que justifican la utilizacion preferente de ecuaciones del tipo linea

recta.

En primer lugar, existe a menudo un soporte teorico en forma de ley, (ecuacion
de Lambert-Beer, ecuacion de Ilkovich, etc.) que justifica la relacion lineal entre la
respuesta instrumental y la concentracion de analito presente. No se dispondréa de este

soporte tedrico si se emplea la parte curva del modelo matematico.

En segundo lugar, cualquier modelo que incluya términos de segundo grado o
mas elevados, introduce curvatura en la representacion grafica Y = f (X), con lo que a
medida que se aumenta la concentracion de analito, normalmente se pierde sensibilidad
en el analisis y como consecuencia se incrementa notablemente la imprecision asociada

al valor buscado de la concentracion del analito.

El proceso de calibracion consta de dos etapas:

v' Etapa de calibracion. En ella se establece el modelo que relaciona la variable

dependiente, sefial analitica, con la variable independiente, o concentracion.

v Etapa de prediccion. Consiste en obtener los valores de las variables
independientes, es decir las concentraciones, de una o mas muestras problema a
partir del valor obtenido para la variable dependiente. El valor de la variable
independiente correspondiente a muestras patréon junto con las sensibilidades,

permiten predecir los valores de estas variables en las muestras problema.
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El procedimiento mas habitual para obtener la expresion matematica de la recta
a partir de los datos obtenidos al realizar el calibrado, es el método de los minimos

cuadrados. En estos casos, se asume que:

* La relacion entre la variable independiente y la variable dependiente,
concentracion y sefial analitica, respectivamente, sera lineal en todo

el rango de aplicabilidad.

* Los errores se tienen que producir inicamente en la medida de la
sefial instrumental. Esto significa que la variable concentracion no
debe estar afectada por errores aleatorios, o que su error sea
despreciable frente a la respuesta. En la practica este error se

minimiza con el empleo de sustancias patrén.

La recta generada por el método de los minimos cuadrados [159] es aquella que
minimiza la suma de los cuadrados de los residuales (desviacion vertical de cada punto
respecto a la recta) de todos los puntos. Tendiendo en cuenta este criterio, las
ecuaciones a partir de las cuales se calculan la pendiente (b) y la ordenada en el origen

(a) serian:

> =D, =)
DI CEE 0k

La desviacidn estandar en la pendiente (sp) y en la ordenada en el origen (s,) se

calculan partiendo del calculo de sy (desviacion de la recta):
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/2

_ 1
20 =3
S, =4
v/x n_2
S
Sb: v/x

1/2

donde ¥, e y, representan la media de los valores de concentracion del analito y de la

sefial analitica, respectivamente.

2.3.2 — VALIDACION DE UN METODO ANALITICO

Para hablar de validacion, es necesario conocer su significado. Existen varias
definiciones de validacion de un método analitico; a continuacidon se mencionaran

algunas que son las que explican mas claramente el contexto de la validacion:

* Procedimiento mediante el cual se establece por medio de estudios de
laboratorio, que el método cumple con el propdsito para el cual fue

creado.

* Proceso que establece por medio de estudios de laboratorio que las
caracteristicas de funcionamiento y de comportamiento de un
procedimiento cumplen los requisitos, siendo adecuadas para la

aplicacion analitica.
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* Procedimiento mediante el cual se prueba la exactitud y confianza de
un método analitico y se demuestra que se puede aplicar en un

laboratorio.

En conclusion la validacion de un método analitico es el proceso mediante el
cual se establece por medio de estudios de laboratorio que las caracteristicas
representativas de dicho método analitico cumplen con las especificaciones para su
aplicacion. Estas caracteristicas representativas se expresan en términos de parametros

analiticos, que son los siguientes:

v Exactitud: es la aproximacion de los resultados experimentales obtenidos, al

valor verdadero.

v" Precision: es el grado de concordancia entre los resultados individuales de la
prueba, cuando el procedimiento se aplica repetitivamente a muestras multiples
0 a una muestra homogénea. Para evaluar la precision de un sistema se analiza
una concentracion conocida de la sustancia de interés y se establece un niimero
de réplicas. La precision del método, se expresa como la desviacion estandar o
desviacion estandar relativa y puede ser una medida, ya sea del grado de
reproducibilidad o repetitividad del método analitico bajo condiciones normales
de operacion. Hay que diferenciar entre reproducibilidad y repetitividad,
mientras que la reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en
diferentes laboratorios, o con distintos operadores o con distintos equipamientos,
la repetitividad se refiere al uso del procedimiento analitico dentro del
laboratorio por un periodo corto de tiempo, por el mismo analista y utilizando el
mismo equipo. En referencia a este ultimo parametro, a lo largo de la presente
memoria, se distinguird entre repetitividad intradia (en el mismo dia) y
repetitividad interdia (en varios dias). Estos parametros estadisticos fueron

calculados de acuerdo a las siguientes expresiones [159]:

vy =2y, s=|1=L %E =—>_100
i=1 n-1 Ym
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v Selectividad: es la capacidad del método para determinar con exactitud y
precision el analito en presencia de componentes que se espera estén presentes
en la matriz de la muestra. Se determina como el grado de diferencia que se
obtiene al comparar los resultados analiticos de muestras contaminadas con
impurezas, con los resultados de la muestra sin contaminar. La interferencia se
determina como la diferencia obtenida entre los resultados de los grupos de
muestras. La selectividad es una medida de grado de interferencia (o ausencia de

la misma) en el analisis de muestras complejas.

v' Limite de deteccion y cuantificacion: es el limite de deteccion (LD) es
definido por la IUPAC [160] como la concentracion derivada de la medida mas
pequefia de sefial que puede ser detectada con una certeza razonable, para un
procedimiento analitico dado. El limite de cuantificacion (LC), por su parte, se
define como la minima concentraciéon que puede ser cuantificada de manera
fiable. Para métodos instrumentales, la IUPAC recomienda tomar como limite
de deteccion tres veces el valor de la desviacion estandar del blanco (que,
teniendo en cuenta los pardmetros de regresion obtenidos con el método de los
minimos cuadrados, puede identificarse como sy/x) dividida por la pendiente de
la recta de calibrado. El limite de cuantificacion se obtendria de manera similar,
multiplicando la desviacion estandar del blanco por diez en lugar de tres. En el
caso de técnicas cromatograficas, la [UPAC [144] recomienda que estos dos
parametros analiticos se determinen teniendo en cuenta la desviacion estandar de

la ordenada en el origen, segun las siguientes ecuaciones:

y-b=3.3S,
y-b=alD
y-b=10 S,
y-b=aLC

v Linealidad: es la capacidad del método para obtener resultados que son

directamente o por una transformacion matematica bien definida, proporcionales
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a la concentracion del analito en las muestras dentro de un rango dado. Se suele

relacionar con el coeficiente de correlacion (r).

v" Robustez: es el grado de reproducibilidad de los resultados de la prueba,
obtenidos por el andlisis de una misma muestra, bajo una variacion de las
condiciones normales de prueba, tales como diferentes laboratorios, analistas,
ensayos, temperaturas, lotes de reactivos, dias, etc. Es una medida de la
reproducibilidad de los datos de la prueba, bajo las condiciones operacionales

normalmente esperadas de laboratorio a laboratorio y de analista a analista.

v" Rango de aplicacion: es el intervalo comprendido entre el nivel mas alto y mas
bajo del analito en el que se ha demostrado que el método tal y como se indica,

puede ser aplicado con exactitud, precision y linealidad.

2.3.3.- EVALUACION DE LA VERACIDAD

La evaluacion de la veracidad de un resultado consiste en estimar la
concentracion del analito en una muestra y compararla con el valor verdadero
empleando el protocolo estadistico apropiado [161]. Ya que es imposible conocer el
valor verdadero de una especie quimica en una muestra, es necesario obtener un valor
verdadero convencional o aceptado para emplearlo como valor de referencia; este
ultimo puede ser obtenido mediante dos estrategias: empleando un estudio

interlaboratorio o un estudio intralaboratorio.

Dentro de un laboratorio estan disponibles dos alternativas para demostrar la
veracidad de un método analitico: el uso de materiales de referencia y la comparacion

con métodos de referencia.

Antes de realizar las experiencias necesarias para demostrar la veracidad del
método de andlisis desarrollado es necesario evaluar si los constituyentes de las
muestras sobre las que se aplicara el nuevo método de analisis generan errores
sistematicos constantes o proporcionales sobre la respuesta analitica. Estos efectos
pueden demostrarse cuando se comparan rectas de calibrado realizadas en ausencia y

presencia de la matriz.
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Las interferencias causan un error sistematico constante manifestandose con
iguales valores de las pendientes de las rectas de calibrado en ausencia o presencia de la
muestra y sefiales mas altas (error por excedo) o mas bajas (error por defecto) que las

esperadas..

El efecto matriz causa un error sistematico proporcional manifestaindose con un
cambio de las pendientes de las rectas de calibrado en ausencia o presencia de la
muestra. Las dos soluciones posibles para reducir el efecto matriz son: i) preparar la
serie de disoluciones patron imitando la composicion de la muestra, lo que se conoce
como calibracion externa y 1i1) preparar la recta de calibrado de forma que todos los
patrones contengan muestra y la contengan en la misma cantidad. Este procedimiento se
denomina método de adicion de patron y se aplica cuando la matriz es compleja y no
puede ser imitada artificialmente. Todas ellas contienen la misma cantidad de muestra y

cantidades crecientes de patron.

4 Test de comparacion de dos rectas de regresion

En muchas situaciones es necesario demostrar estadisticamente que existen
diferencias entre los calibrados en ausencia o presencia de la muestra. El protocolo
estadistico que se aplica en este caso es el test o prueba de comparacidn de dos rectas de

regresion.

Esta metodologia implica la realizacion de dos experiencias de calibrado: un
calibrado con patrones y un calibrado de adicion de patron. A continuacidén se comparan
ambas funciones de calibrado para conocer la existencia o no de diferencias

significativas.

Para llevar a cabo la comparacion, se realiza inicialmente un test de comparacion
de las varianzas de los valores residuales de ambas rectas. El procedimiento a seguir es

el siguiente:
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1) Comparacion de las varianzas de ambos calibrados

Se comparan mediante el test de la /' de Snedecor. Las hipdtesis consideradas en
este test son:
Varianzas iguales sit=s’ Fea<Fip hipotesis nula (Hy)

Varianzas distintas sit# sy Fea>Frap hipotesis alternativa (H;)

Este test compara un valor del estadistico /7 calculado segin la siguiente
ecuacion con un valor tabulado para n;-2 y n,-2 grados de libertad, con un nivel de
significacidn del 5%, siendo n; y n, el nimero de puntos experimentales de cada una de

las funciones de calibrado.

2
5

Fcal T oo (Sl > S2)
)

2 2 . .
donde s;” y s>” representan las varianzas de los valores residuales para ambas rectas de

calibrado.

i1) Comparacion de pendientes.

Se realiza mediante el test de la 7 de Student. Las hipotesis a tener en cuenta son

las siguientes:

Pendientes iguales b1 =b, teal<ttab hipotesis nula (Ho)

Pendientes distintas b1 #b, teal>ttab hipotesis alternativa (H;)

El estadistico t. es diferente en funcion de la existencia o no de una diferencia

estadisticamente significativa entre las varianzas de los residuos:
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Si existe diferencia estadisticamente significativa entre las varianzas

de los valores residuales t serd calculado segun la ecuaciéon 9.

‘bl _”2‘

Ical a
2 52
b b
L, 2

T \2 N
Z(c1 cl) Z(c2 02)

donde Sy y Sp2 representan los valores de la desviacion estandar de la pendiente para el

calibrado con patrones y el calibrado de adicion patron, respectivamente.

El valor de 7 calculado se compara con el valor de ¢ tabulado para un nivel de

significacion del 5% y f grados de libertad, calculados seglin la expresion:

2 2
1, k2
(e, —e1)? (e, -e2)?

f= — -
SZ%I/Z(C1 —01)2 N SZ%I/Z(C2 —cz)2

n1—2 n2—2

Si no existe diferencia significativa entre las varianzas, el estadistico

a calcular, es el mostrado a continuacion:

‘bl _”2‘

{ =
cal 1 1
S, E— -
1,2 \/Z(c1 —c1)? 3, —¢2)?
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donde

— (n1 _2)S131 + (nz _2)*9132

n+n,—4

2
Sbl, 2

el valor de 7 calculado se compara con el valor de 7 tabulado con n;+ny-4 grados de

libertad y con un nivel de significacion del 5% , siendo n; y n> el nimero de patrones

2

empleados en la preparacion de las rectas de calibrado comparadas.
4 Empleo de métodos de referencia

Otra alternativa para la validacion de la veracidad de un método analitico es el
uso de un método de referencia del cual se conoce que puede aplicarse al mismo tipo de
muestra y ademas estd suficientemente evaluado, por ejemplo un método que ha sido
previamente validado. Los dos métodos de analisis son aplicados a diferentes alicuotas
provenientes de una misma disolucion de la muestra. El contenido de analito debe ser
apropiado para los requerimientos de cada método. El procedimiento estadistico usado
para determinar la veracidad es la comparacion de dos medidas independientes (test de

significacion t de Student).

Para iniciar el protocolo estadistico se evalua si las desviaciones estandar de los
dos métodos difieren o no significativamente. Se emplea la prueba de la F de Snedecor.
Este test compara un valor del estadistico F calculado segun la siguiente ecuacion con
un valor tabulado para n;-/ y n>-1 grados de libertad, con un nivel de significacion del

5%, siendo n; y n,el nimero de medidas experimentales de cadauno de los métodos.

B
I

cal . (Sl > S2)

n U
ol
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* Sino existe diferencia significativa entre las varianzas, el estadistico

a calcular, es el mostrado a continuacion:

xl — X2

sy1/n, +1/n,

[ =

donde 7 tiene n; + np — 2 grados de libertad y s es la desviacion estdndar ponderada

calculada segun la ecuacion siguiente:

2 2
2 (n1 —l)s1 +(n2 —l)s2
m+n, -2

» Si existe diferencia significativa entre la varianzas se usa la siguiente

ecuacion:

X -2

[ =

2 2
Sl /nl+s2/n2

En este caso el numero de grados de libertad £ se calcula con la ecuacion:

2 2 2
(Sl /nl+s2 /n2) _,

f=
2 2 2 2
(Sl /nl) +(s2 /n2)

nl+l n2+l




CAPITULO 3

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO POLAROGRAFICO’Y
DETERMINACION DE CEFEPIMA POR POLAROGRAFIA
DIFERENCIAL DE IMPULSOS
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En este capitulo se realiza un estudio del comportamiento polarografico de la
cefepima: influencia del pH, amplitud de impulso, influencia de la temperatura sobre la
reduccion de la cefepima, la naturaleza del proceso por voltamperometria ciclica,
estudio que permite establecer si dicho proceso es reversible o no en las condiciones
estudiadas. Ademas, se calcula el numero de protones y electrones que intervienen en el
proceso de reduccidn y se propone un mecanismo de reduccion. Estos estudios permiten
establecer las condiciones Optimas para la determinacidén de la cefepima en fluidos

biologicos y en especialidades farmacéuticas.

3.1.- ESTUDIOS PREVIOS

En una serie de ensayos sobre el comportamiento polarografico de la cefepima,
y tras registrar los polarogramas obtenidos por polarografia diferencial de impulsos y
por polarografia tast, se pudo observar que presenta dos ondas catodicas a potenciales
de semionda de aproximadamente -0.48 V (onda I) y -0.85 V (onda II) como puede
verse en la Figura 3.1, correspondiente a una muestra que contenia 480 pug de la
cefepima, 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen
de 25 ml. Una vez preparada la muestra, se trasvasé a la celda electroquimica donde se
le hizo pasar una corriente de nitrégeno durante 10 minutos, tras lo cual se dispusieron
las condiciones necesarias para la medida y registro de los polarogramas. El barrido se
realizo desde O hasta -1.2 V, utilizandose una velocidad de barrido de 5 mV-s™” y una

amplitud de impulso de -100 mV, en el caso de polarografia diferencial de impulsos.



Polarografia diferencial de impulsos 96

0,9

>

0,7 1

>

0,5 1

>

- iy (MA)
vy,

0,3 1

>

0,1 A1

>

>

0 0,25 0,5 0,75 1 1,25
-E V)

Figura 3.1. Reduccion polarografica de la cefepima a pH 2.7.
Polarografia tast (A) y polarografia diferencial de impulsos (B).

Tras realizar diversos estudios sobre el comportamiento polarografico de la
cefepima variando el pH, se observé que la primera onda es muy ancha, y su forma y
posicion dependen del pH. Asi, y a valores de pH elevados (4-9), la onda se divide en
dos; a valores muy basicos (mayor de 9) aparece dos picos no resueltos, y a valores muy
acidos (menor de 2) las dos ondas aparecen solapadas y se comportan como un solo
pico con un hombro. Unicamente, en el rango de pH de 2 a 4, la primera onda aparecia
separada, pero con una forma no simétrica. Debido a esto, se decidid no estudiar a
fondo la primera onda debido a su escaso interés analitico, y considerar como principal
onda de estudio a la segunda onda catddica, que estd mejor definida e implica la
reduccion del doble enlace C(3)=C(4) en el esqueleto del anillo de la cefalosporina

(Figura 3.2).

Figura 3.2. Estructura quimica de la cefepima.



Capitulo 3 97

3.2.- INFLUENCIA DEL pH

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones acuosas de distintos
valores de pH entre 1.6 y 12.1, afiadiendo volumenes variables de acido ortofosforico 1
M e hidréxido sodico 1 M hasta un volumen total de 5 ml. La concentracion de la
cefepima en 25 ml de las disoluciones fue de 4-10” M. Posteriormente se registraron los
correspondientes polarogramas por polarografia diferencial de impulsos entre 0 y -1.2
V, utilizando una velocidad de barrido de 5 mV-s" y una amplitud de impulso de -100

mV.

En la Tabla 3.1 se recogen los valores de potencial e intensidad de pico

obtenidos a distintos valores de pH para la onda de reduccion de la cefepima.

Tabla 3.1. Efecto del pH sobre E,, ¢ i, en polarografia

diferencial de impulso de una disolucién de la cefepima 4-10° M.

pH E, (V) ip(1A)
1.6 -0.85 -0.334
1.7 -0.86 -0.367
2.0 -0.87 -0.385
24 -0.89 -0.421
2.7 -0.91 -0.425
3.0 -0.93 -0.433
34 -0.95 -0.437
3.7 -0.98 -0.442
4.1 -0.99 -0.449
4.5 -1.02 -0.452
4.8 -1.05 -0.449
5.0 -1.07 -0.44
6.1 -1.15 -0.415
7.1 -1.18 -0.395
7.7 -1.23 -0.377
8.5 -1.29 -0.327
9.8 -1.33 -0.285
12.1 -1.53 -0.255
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En la Figura 3.3 se encuentra la representacion de la intensidad de pico frente al
pH. La altura del pico alcanza un valor maximo entre 2.5 y 5.5, decreciendo a pH
superiores. A la vista de estos resultados, el valor de pH escogido es 2.7 para estudios

posteriores, que se fija afiadiendo 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7.

0,5

0,43

0,4

-b(pA)

0,35

0,3

0,25

0,2

>

0 2.5 5 7.5 10 12,5
pH

Figura 3.3. Variacion de la intensidad de pico

con el pH para la onda de reduccion de la cefepima.

La representacion de potencial de pico frente al pH aparece en la Figura 3.4. En
ella puede observarse como a medida que el pH aumenta, el potencial de pico crece
hacia valores mas negativos. Esta dependencia del pH con el potencial de pico muestra
claramente que los protones participan directamente en el proceso de reduccion. Se
observa una dependencia lineal entre el potencial de pico y el pH en el intervalo de pH

1.6-12.1. Esta dependencia lineal sigue la siguiente ecuacion:

E, (V) =-0.063 pH — 0.747; r = 0.998
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Figura 3.4. Variacion de la potencial de pico

con el pH para la onda de estudio de la cefepima.

Se ha estudiado la influencia de la concentracion de tampon fosfato/hidroxido
sodico afladiendo concentraciones superiores a 1M en muestras de iguales
caracteristicas a las preparadas en este apartado. Este estudio mostrdé que la
concentracion 1M era suficiente para fijar el valor de pH y para garantizar la migracion

en la disolucion.
3.3.- INFLUENCIA DE LA AMPLITUD DE IMPULSO APLICADO

Se hace necesaria la eleccion de un valor determinado en la magnitud de
impulso aplicado, eleccion que debe ser un compromiso entre dos factores como son la
sensibilidad y la resolucion. Se sabe que cuanto mayor sea el valor de la amplitud de
impulso aplicado mayor es la sensibilidad pero menor es la resolucion y a la inversa,
por lo que se hace imprescindible tomar un valor de amplitud de impulso con el que se

alcance una buena sensibilidad sin perder resolucion.

Para ello, se prepararon disoluciones de cefepima de 4-10”° M, conteniendo 5 ml

de tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y se
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registraron los polarogramas correspondientes entre O y -1.2 V, fijando la velocidad de

barrido a 5 mV-s™ y variando la amplitud de impulso entre -10 y -180 mV.

En la Tabla 3.2 aparecen los valores correspondientes a las intensidades y
potenciales de pico y los correspondientes valores de amplitud de impulso. Puede
observarse como, a medida que aumenta la amplitud de impulso aplicado, aumenta la
intensidad de pico y el valor del potencial de la onda de estudio se va desplazando hacia

valores menos catddicos.

En la Figura 3.5 se han representado los valores de las intensidades de pico

frente a los valores aplicados de amplitud de impulso.

Tabla 3.2.Variacion de las intensidades y potenciales

de pico con la variacién de la amplitud de impulso aplicado.

AE (mV) i(1A) E,(V)
-10 -0.014 -0.94
-20 -0.035 -0.94
-30 -0.061 -0.94
-40 -0.094 -0.94
-50 -0.133 -0.93
-60 -0.180 -0.93
-70 -0.230 -0.92
-80 -0.288 -0.92
-90 -0.349 -0.91
-100 -0.423 -0.91
-120 -0.534 -0.90
-140 -0.653 -0.88
-160 -0.743 -0.87
-180 -0.802 -0.85




Capitulo 3 101

0,8

0,6

-1(HA)

0,4

0 50 100 150 200
-AE (mV)

Figura 3.5. Variacion de la intensidad de pico de

reduccion de la cefepima en funcién de la amplitud de impulso aplicado.

Se elige -100 mV como valor 6ptimo de amplitud de impulso.
3.4.- INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE BARRIDO

Para el estudio de la influencia de la velocidad de barrido se prepararon
disoluciones de cefepima de concentracion 4-10° M, conteniendo 5 ml de tampon
fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Se registraron
los polarogramas correspondientes entre 0 y -1.2 V, fijando la amplitud de impulso a -

100 mV y variando la velocidad de barrido entre 2 y 20 mV-s™.

En la Tabla 3.3 figuran los valores de las intensidades de pico frente a los

valores aplicados de la velocidad de barrido.
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Tabla 3.3. Variacion de las intensidades de pico

con la variacion de la velocidad de barrido aplicado.

V, (mV/s) i(1A) E,(V)
2 -0.431 -0.91
5 -0.429 -0.91
10 -0.425 -0.90
20 -0.427 -0.90

Se observa que a medida que aumenta la velocidad de barrido, la intensidad y el
potencial de pico se mantienen practicamente constantes en el intervalo estudiado. Se

elige 5 mV/s como valor 6ptimo para la velocidad de barrido.

3.5.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la intensidad de corriente es
importante para determinar el tipo de corriente que controla el proceso de reduccidon
polarografico. En general, las corriente de tipo difusivo presenta un coeficiente de
temperatura cuyos valores oscilan entre 1 y 2 %, mientras que las corrientes cataliticas y
cinéticas muestran valores sustancialmente mayores. Por otra parte, las corrientes de
adsorcion presentan un comportamiento peculiar, ya que normalmente permanecen
constantes a medida que aumenta la temperatura, hasta alcanzar ésta un cierto valor, a
partir del cual las ondas tienden a desaparecer paulatinamente. Esto es debido a que los

coeficientes de adsorcion son inversamente proporcionales a la temperatura.

El coeficiente de temperatura viene dado por la ecuacion:

coef

2 1 11

T % :{ 2.303 logl_—z} 100

donde i, es la intensidad de corriente a la temperatura T, e 1; es la intensidad de

corriente a la temperatura T,. Siempre T, debe ser mayor que T;.
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Para realizar este estudio se prepararon disoluciones de cefepima de
concentracion 4-10° M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q
hasta completar un volumen de 25 ml. Las muestras asi preparadas se llevaron a la celda
electroquimica termostatizada donde se pasé nitrégeno durante diez minutos,
registrandose a continuacion los correspondientes polarogramas mediante las técnicas
tast y polarografia diferencial de impulsos, variando la temperatura en el intervalo

comprendido entre (25 + 1) °C y (60 + 1) °C.

En la Tabla 3.4 se recogen los valores de los logaritmos de las intensidades
limite y de pico respectivamente para cada valor de temperatura y en las Figuras 3.6 y

3.7 se encuentran representados estos datos.

Tabla 3.4. Variacion del logaritmo de la

intensidad limite y de pico con la temperatura.

Temperatura
log ii(HA) log i, (LA)
‘0
25 -0.769 -0.375
30 -0.723 -0.338
35 -0.677 -0.294
40 -0.657 -0.265
45 -0.602 -0.198
50 -0.552 -0.154
55 -0.508 -0.110
60 -0.468 -0.117
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Figura 3.6. Variacion del logaritmo de la intensidad limite con la temperatura.
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Figura 3.7. Variacion del logaritmo de la intensidad de pico con la temperatura.
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Los coeficientes de temperatura se recogen en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Coeficientes de temperatura
de la cefepima para tast y polarografia diferencial de impulsos.
TAST DPP

Cocficiente
1.95+0.13 1.87+0.15
temperatura %

Para la onda estudiada, tanto por tast como por polarografia diferencial de
impulsos, los valores de los coeficientes de temperatura concuerdan con un proceso

controlado por difusion.

3.6.- ESTUDIOS DE LA NATURALEZA DEL PROCESO ELECTRODICO

3.6.1.- ESTUDIOS DE LA REVERSIBILIDAD

Al objeto de conocer si el proceso de reduccion de la cefepima transcurre de
forma reversible o irreversible, se emplearon varios criterios: analisis logaritmico de la
funcion intensidad-potencial, criterio Esz4 — Ej4 de Meites, voltamperometria ciclica y

criterio de Birke.

Se debe tener en cuenta que, para los sistemas mas comunmente estudiados, una

onda catodica reversible, a 25 °C, esta definida por la ecuacion:

0.059 i
E=E,, —[ " jlog(i —ij
1

donde E es el potencial aplicado (en V), E;/; es el potencial de onda media (en V), n es
el nimero de electrones, 1 es la corriente producida para cada potencial aplicado (en A),

e 1 es la corriente limite de difusion (en A). En consecuencia, la representacion de —E
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frente al log (i/11-1), para un proceso reversible controlado por difusion, a 25 °C, deberia

dar como resultado una recta con una pendiente igual a 0.059/n [162].

La ecuacion de una onda polarografica, catodica e irreversible, para un proceso

controlado por difusion, a 25 °C, viene dada por la siguiente expresion:

0.059 i
E=E,, —[ e jlog[i —ij
1

donde a es el coeficiente de transferencia electronica.

La representacion de —E frente al log (i/i;-1) dara como resultado una recta con
una pendiente igual a 0.059/na, y una ordenada en el origen igual a E;/;. A partir de estos
valores obtenidos en el diagrama logaritmico correspondiente, se puede determinar el

parametro cinético na.

De esta forma, se prepararon disoluciones de cefepima 4-10” M, conteniendo 5
ml de tampén fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml.
Las muestras asi preparadas se trasvasaron a una celda electroquimica donde se paso
nitrégeno durante diez minutos registrandose los polarogramas mediante polarografia

tast.

En la Tabla 3.6 se recoge los valores de log [i/(ij-1)] frente a los de potencial,
donde la intensidad de difusion (i) posee un valor de 6 10® A. La representacion de

estos datos se encuentra en la Figura 3.8.
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Tabla 3.6. Variacion del log [i/(ij-1)] con el potencial respectivo.

E(V) log [i/(i-i)]
-0.81 0,61
-0.82 -0,296
-0.83 -0,125
-0.84 0,011
-0.85 0,247
-0.86 0,498
-0.87 0,679
-0.88 0,981
1,5
1 *
—= 0,5
=
= 0 4 4
®
-0,5 1
-1

08 081 082 08 084 08 08 087 08 089
-E(V)

Figura 3.8. Variacion del potencial en funcion del log [i/(ig-1)].

La ecuacion que rige esta relacion es:

log 1/i-1=219 E — 18.45

La ordenada en el origen nos proporciona un valor para el potencial de semionda

de -0.84, y a través de la pendiente, 21.9, se obtiene un valor de na de 1.3. En el caso
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que n sea igual a 2 se obtiene un valor de o de 0.65, lo que muestra claramente que el

proceso que tiene lugar es un proceso irreversible.

En criterio Es4 — E1/4 de Meites se basa en la medida de los valores de Es4 y Eq4
en los polarogramas registrados por polarografia tast, siendo estos los potenciales para
los cuales la corriente es igual a % y %, respectivamente, de la corriente limite de

difusion. Para un proceso electrodico reversible debe cumplir la expresion:

0,059
n

E

3/4

E

1/4

Un proceso irreversible tendrd que cumplir que:

E E

374 a4

| 0.059

Para ello se registraron los polarogramas por polarografia tast de dos
disoluciones de cefepima 4-10” M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7y 5 y
completando con agua Milli-Q hasta un volumen de 25 ml, obteniéndose unos valores
de E34—E14 de 50 y 55 mV, respectivamente. Mediante este criterio se corrobora la

irreversibilidad del proceso de reduccion de la cefepima.

Igualmente se puede confirmar la irreversibilidad del proceso rédox mediante
voltamperométrica ciclica. Esta técnica aporta diversos criterios para evaluar la

reversibilidad de los procesos electrodicos:
v" Variacion de E, conV,

- Proceso reversible: E, no depende de Vs,
- Proceso cuasirreversible: E, se desplaza catddicamente al aumentar Vi,
- Proceso irreversible: E, se desplaza catddicamente 30/na mV cuando Vy

aumenta en un factor de 10.
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v" Cociente entre las intensidades de pico anddico y catodico (ip/ip’).

- Proceso reversible: i,"/i," = 1 e independiente de Vy.
PP
- Proceso cuasirreversible: i,"/i," = solo si 0.=0.5.

- Proceso irreversible: no aparece sefial en el barrido inverso.
v" Diferencia entre los potenciales de pico anodico (E,") y catddico (E,°).

- Proceso reversible E,*-E,” = 0.059/n a 25 °C.

- Proceso cuasirreversible: E,-E," se aproxima a 60 mV para valores
pequefios de Vi, y aumenta al hacerlo Vy,

- Proceso irreversible: no aparece sefial en el barrido inverso.

Tal y como se muestra en la Figura 3.9 se obtiene unicamente sefial de
reduccion, sin aparecer en el barrido anodico la sefial de oxidacion correspondiente,

indicando que el proceso es irreversible.

200

150 A

100 A

-ip(nA)

50 A

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-E(V)

Figura 3.9. Estudio de reversibilidad mediante voltamperometria ciclica.
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Otro criterio para establecer la irreversibilidad del proceso rédox es el de Birke,
basado en las diferencias entre potenciales del pico catodico y del anddico, asi como

entre las intensidades de pico anddica y catddica.

Para aplicar este criterio se obtuvieron polarogramas de una misma muestra, con

amplitudes de pulso negativa y positiva de igual valor.

En resumen, las posibilidades que pueden observarse al aplicar este criterio, asi

como las conclusiones que pueden deducirse en cada caso son [163]:
v Proceso reversible.

- Ey-E)'=|AE|

s ay C __
- ip/p =1
v" Proceso cuasirreversible.

- E,S-E,'=|AE |

- ipip <lparaa>0.5

<
- ip/ip’> lparaa<0.5

v" Proceso irreversible.
- Epc—Epa ~|AE |

san ¢
- i/ <1

En el caso de la cefepima i," es practicamente despreciable, como puede

observarse en la Figura 3.10, indicando que el proceso es irreversible.
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Figura 3.10. Barrido catddico (A) vy anddico (B) de la cefepima.

3.6.2.- ESTUDIOS DE CARACTERIZACION DEL PROCESO ELECTRODICO

La dependencia de la intensidad de pico con la velocidad de barrido en
voltamperometria ciclica permite establecer la naturaleza de los procesos
electroquimicos. En procesos controlados por difusion se produce una relacion lineal

entre la intensidad de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.

Para el estudio de la influencia de la velocidad de barrido en los
voltamperogramas ciclicos de la cefepima se emplea una disolucion acuosa de
concentracion 4-10° M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q
hasta completar un volumen de 25 ml Las muestras se trasvasan a una celda
electroquimica donde se pasd nitrogeno durante diez minutos, registrandose a
continuacién los voltamperogramas mediante voltamperometria ciclica, realizando un

barrido entre 0 y -1.2 V y modificando la velocidad de barrido entre 40 y 800 mV-s™.
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Como ya se indico en el apartado anterior el voltamperograma solo presenta

componente catodico. En la Tabla 3.7 se recogen los valores de intensidad de pico

catddicos obtenidos con cada una de las velocidades de barrido aplicadas para la onda

de reduccion.

Tabla 3.7. Variacién de las intensidades de pico con la variacion de la V.

VomVss?) | V"> (mV-sh)? | -i, (107pA)
40 6.32 0.188
80 8.94 1.223
100 10.00 1.822
150 12.24 6.447
200 14.14 7.767
300 17.32 10.97
400 20.00 13.67
600 24.49 19.29
800 28.24 25.40

La representacion de la intensidad de pico de estas ondas frente a V,

muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. Variacion de la intensidad de pico con la V,, .
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A la vista de esta representacion que muestra la dependencia lineal entre ambas
magnitudes para la onda de reduccion, se confirma que los procesos responsables de
dicha onda estan controlados por la difusion de la sustancia electroactiva hacia el

electrodo de trabajo.

La ecuacion que rige esta dependencia lineal para la onda de reduccion del

compuesto objeto de estudio es la siguiente:
-ip(MA) = 1.159 102V}, — 8.612 1072 ; r = 0.994

La dependencia de la intensidad de pico con el tiempo de goteo permite
establecer también la naturaleza de los procesos electroquimicos. En procesos

controlados por difusion la relacion lineal se produce entre t*” y la intensidad de pico.

Para el estudio de la influencia del tiempo de goteo de la cefepima se emplea
una disolucion acuosa de concentracion 4-10° M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato
de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Las muestras se
trasvasan a una celda electroquimica donde se pasa nitrogeno durante diez minutos,
registrandose a continuacion los polarogramas mediante polarografia diferencial de
impulsos, realizando un barrido entre 0 y -1.2 V y modificando el tiempo de goteo entre

05y2s.

En la Tabla 3.8 se recogen los valores de intensidad de pico catodico obtenidos

en el rango del tiempo de goteo estudiado.

Tabla 3.8. Influencia del tiempo

de goteo en la onda reduccion de la cefepima.
ts)| t° | -ip (uA)
0.5]0.629 0.117
0.710.788 0.240

1 1 0.422
1.5] 1.31 0.670
1.7 1424 0.770

2 | 1.58 0.879
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La representacion de la intensidad de pico de estas ondas frente a ty > se
muestra en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Estudio de la influencia

del tiempo de goteo sobre la intensidad de pico.

A medida que aumenta el tiempo de goteo, aumenta linealmente la intensidad de
pico, siendo su ecuacion:

-i,(MA) =8.08107 t,** —3.91107 r=10.9998
14 g

El caracter lineal de la anterior representacion también indica que la onda de

reduccion de la cefepima se debe fundamentalmente a un proceso controlado por

difusion. Tras este estudio se fija un tiempo de goteo de 1 s para posteriores
experiencias.



Capitulo 3 115

3.7.- DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE DIFUSION Y DEL NUMERO
DE ELECTRONES

Para el calculo de dicho coeficiente de difusion, se prepararon, en matraces de
25 ml, disoluciones de la cefepima de distintas concentraciones, conteniendo 5 ml de
tampon fosfato de pH 2.7, y registrandose los correspondientes polarogramas tast

realizando un barrido entre Oy -1.2 V.

En la Tabla 3.9 se exponen los valores de intensidad limite obtenidos para la

onda con las distintas concentraciones de la cefepima.

Tabla 3.9.Variacion de intensidad limite con la concentracion de la cefepima.

C(moles/mm®) | -i, (nA)
0.001 25107
0.002 5.010°
0.003 6.2 107
0.004 75107
0.012 24107
0.021 3.6 107
0.042 7.0 107

En la Figura 3.13 se representan estos valores, observandose una dependencia
lineal entre la intensidad limite y la concentracion de la cefepima, que posee un
coeficiente de correlacion de 0.9993. La ecuacion que muestra esta dependencia es la

siguiente:

-i1= 1.6511 C+0.0012
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Figura 3.13. Variacion de intensidad limite

con la concentracion de la cefepima pH 2.7.

Sustituyendo el valor de la pendiente en la expresion:

P 2
- {(708 am2? T1/6):|

se obtiene un valor del coeficiente de difusion de 3.9 10" cm?/sg.

Una vez calculados los potenciales iniciales y finales y el coeficiente de
difusion se realiza la cronoculombimetria para una concentracion de 4-10 moles/mm’
de cefepima a los valores de pH de 2.7 y 6.2. Los valores de Q y t"* obtenidos son

representados con el fin de calcular el nimero de electrones a través de la pendiente de
dicha grafica que coincide con la expresion 2nFAD!? C’/z'?. Sustituyendo en esta
ecuacion y despejando n, obtendriamos el nimero de electrones que participan en el
proceso de reduccion de la cefepima. En la Tabla 3.9 se muestran los valores calculados

para el nimero de electrones n para la cefepima a cada valor de pH, de los que se

deduce que es 2 el nimero de electrones intercambiados en el proceso.
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Tabla 3.10. Calculo del mimero de electrones de la cefepima para pH.

pH 2.7 pH 6.2
Pendiente n®e¢ Pendiente n®e¢
1.02 10”7 2.3 8.0310° 1.80
9.14 10° 2.05 8.1210° 1.84
9.110° 2.04 8.2110° 1.82
nmediode e | 2.13+0.14 | nmediode e | 1.82+£0.02

3.8.- MECANISMO DE REDUCCION DE LA CEFEPIMA

Al objeto de conocer el mecanismo de reduccidn de la cefepima, para la segunda
onda, es necesario calcular el nimero de protones, p, que intervienen en el proceso.
Estos se calculan a partir del parametro on (1.3), obtenido mediante el andlisis

logaritmico de la funcion intensidad-potencial, como se ha estudiado anteriormente.

Una vez conocido el valor del pardmetro an se calcula el nimero de protones
que participan en el proceso de reduccion de la cefepima a partir de la siguiente

expresion:

AE,, _0.059p
ApH an

Se obtiene un valor de p (n° de protones) de 2.3 £ 0.2.

A partir de estos resultados obtenidos, y en base al mecanismo propuesto para
compuestos similares [156, 164], el mecanismo mostrado en el Esquema 3.2 puede ser

asignado para la reduccion de la cefepima para el estudio de la segunda onda.
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H
7
D + CH-—-
8 3
Ve
H H H H H
1 —
6 2 e s H+ 6 2 + 7 (6 2
5 3] - 8 5 3| 8 5
Y zlt =CH, /N ~=CH, 7 4I/3 —CHg
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Esquema 3. 1. Mecanismo de reduccion para la segunda onda de la cefepima.

Como puede observarse, el mecanismo de reduccion que se propone transcurre
en dos etapas, en la primera se produce la liberacion del grupo metilpirrolidino,
consumiéndose un electron y un proton y obteniéndose un producto intermedio, el cual
y en una segunda etapa, sufre una reduccion con la intervencion de un electrén y un

proton, obteniéndose un equilibrio tautomérico entre dos formas.
3.9.-RECTA DE CALIBRADO
La influencia de la concentracion de la cefepima se ha estudiado mediante

polarografia diferencial de impulso siguiendo la variacion que se produce en las

intensidades de pico. La 1, viene dada por la ecuacion:

[a—

0’_
o+

. D
i, =nFAC |—
]Ir

[a—

nFAE

donde 6 = €% | siendo AE la amplitud de impulso. El maximo valor que puede tomar

(o-1)/(o+1) obtenido para altas amplitudes de impulso es la unidad.
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Si mantenemos constantes todos los parametros excepto la concentracion de

especie electroactiva tendremos que, para una onda de difusion,
1= f(C)

Para comprobar esta expresion, se preparan muestras conteniendo cefepima en
distintas concentraciones entre 10° y 10 M, 5 ml de tampén fosfato de pH 2.7 y agua
Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Las muestras asi preparadas son llevadas
a una celda electroquimica donde se desoxigenan pasando nitrégeno durante 10
minutos, registrandose los correspondientes polarogramas entre O y -1.20 V, fijando una

Vyde 5 mV-s" y AE de -100 mV.

En el rango de concentraciones estudiado existe una relacion lineal entre la
concentracion y la intensidad de pico, por lo que el calibrado se realiza para este rango
de concentraciones. En la Figura 3.14 se muestra la recta de calibrado obtenida a partir

de quintuplicados preparados como anteriormente se indico.

1,2

>

1,

0,8 1

>

0,6 1

>

-1, (LA)

0.4 1

>

0,2 1

>

0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12

Concentracion (mM)

Figura 3.14. Recta de calibrado de la cefepima.
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La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por minimos

cuadrados es la siguiente:

-i,=(10.36+0.03)C + (0.0097+0.0007); r= 0.999

3.10. -REPETITIVIDAD

Para conocer la repetitividad intradia del método propuesto se prepararon 10
muestras iguales, conteniendo 4-10” M de cefepima, 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7
y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y registrandose los
correspondientes polarogramas como en apartados anteriores, obteniéndose los valores

de intensidad de pico perteneciente a la onda de reduccion.

El valor medio de la sefial (yn) es de -4.221 107 A, el de la desviacion estandar

(s) es 0.059 107 A y el de la desviacion estandar relativa (%E) 1.4.

Para conocer la repetitividad interdia del método propuesto se prepard y midid
una muestra cada dia, durante 10 dias, conteniendo 4-10° M de la cefepima, 5 ml de
tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y
registrandose los correspondientes polarogramas como en apartados anteriores. El valor
medio de la sefial (yn) es de -4.216 107 A, el de la desviacion estandar (s) es 0.074 107

A y el de la desviacion estandar relativa (%E) 1.7.

3.11. - LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se calculd el limite de deteccidon y de cuantificacion, tal y como se describe en el

capitulo 2, obteniéndose unos valores de 9-107 M y 3-10° M, respectivamente.
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3.12.- PROCEDIMIENTO RECOMENDADO PARA LA DETERMINACION DE
LA CEFEPIMA

En un matraz de 25 ml se toma una cantidad de la cefepima comprendida entre
14.3-1430 pg, se afiaden 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7 y se enrasa con agua milli-Q.
Las muestras se colocan en una celda electroquimica, registrandose los correspondientes
polarogramas entre 0 a -1.20 V, después de desoxigenar durante 10 minutos con una
corriente de nitrogeno puro, mediante la técnica de polarografia de diferencial de
impulsos. Los polarogramas se registran fijando una amplitud de impulso de -100 mV,
una velocidad de barrido de 5 mV-s™ y un tiempo de goteo de 1 s. Por comparacion con
la correspondiente recta de calibrado obtenida en iguales condiciones, se determina la

concentracion de la cefepima.

3.13.- INTERFERENCIAS

Las especialidades farmacéuticas de la cefepima se presentan en formulaciones
inyectables, ausentes de otros principios activos que pudieran interferir en la
determinacion electroanalitica de la cefepima. Sin embargo, usualmente la cefepima se
administra junto con otros farmacos en el tratamiento de pacientes que cursan con
procesos de infecciones severas. Por ello, fue necesario estudiar las posibles
interferencias, en la determinacion de cefepima, de otros principios activos con los que

se suele administrar conjuntamente.

Para ello se prepararon disoluciones de la cefepima de concentracion igual a
4-10” M, conteniendo ademas 5 ml de tampén fosfato de pH 2.7, cantidades crecientes
de distintos farmacos y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, de tal
manera que la relacidon cefepima:sustancia interferente (p/p) llegase hasta 1:1000. Las

muestras asi preparadas, fueron medidas siguiendo el procedimiento recomendado.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.11, tomando como criterio de
interferencia un porcentaje de influencia sobre la intensidad de pico superior al 5%. Se
puede concluir que la presencia de estos farmacos, que suelen coadministrarse con la

cefepima, no afecta a la determinacion de la misma por el método propuesto, resultando
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ser bastante selectivo, a excepcion de rifampicina que interfiere en una relacion incluso

menora l:1.

Tabla 3.11. Influencia de distintos farmacos sobre la determinacion de la

cefepima.
Limite de
Farmacos
tolerancia
Amicacina, dipirona, sulbactam,
. . . 1000
Imipenem-cilastatina
Gentamicina 250
Penicilina, ticarcilina 100
Cloroanfenicol, tobramicina, 10
Amoxicilina-Ac. clavulanico
Rifampicina <1

3.14.- DETERMINACION DE LA CEFEPIMA EN ESPECIALIDADES
FARMACEUTICAS

El método propuesto fue aplicado a la determinacion del contenido de cefepima
en tres especialidades farmacéuticas Maxipime® 2g, 1gy 500 mg. Para ello, se disuelve
el contenido del vial del farmaco en agua Milli-Q y se determina el contenido en
cefepima aplicando el procedimiento propuesto. Los resultados se encuentran recogidos

en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Resultados de la determinacién de la cefepima en tres especialidades farmacéuticas.

Especialidad Contenido t de Contraste
DPP* (mg) | HPLC* (mg)

farmacéutica | nominal (mg) Student F

Maxipime 0.5 1 0.95%0.04 1.08+0.02 2 4

Maxipime 1.0 5 5.1240.08 4.86%0.11 2.05 1.89

Maxipime 2.0 10 10.08+0.09 9.84+0.09 1.91 1

*media £ s,,; (n=3)
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Los resultados obtenidos por polarografia diferencial de impulsos se compararon
con los obtenidos por el método cromatografico propuesto por Jehl y colaboradores
[138]. Tal y como se puede comprobar los valores de t son menores que el valor critico,
que es de 2.78 (P=0.05), por lo que se acepta que no existen diferencias significativas
entre el método propuesto y el de HPLC. También se utilizo el contraste F de dos colas
para comparar la precision, obteniéndose valores inferiores al critico, que es de 39 (P =

0.05).

3.15.- DETERMINACION DE LA CEFEPIMA EN FLUIDOS BIOLOGICOS

El método propuesto se aplica a la determinacion de la cefepima en muestras de

orina y suero.

3.15.1.- DETERMINACION DE LA CEFEPIMA EN ORINA

Dado que aproximadamente el 88% de la cefepima suministrada a un paciente se
excreta inalterada en la orina, se procedio a aplicar el método propuesto a su

determinacidn en este fluido.

Inicialmente se realizé un estudio para establecer la posible influencia del efecto
matriz, mediante la comparacion de las pendientes de la recta de calibrado en agua con

una recta de adicion patrén en orina.

Para preparar la recta de adicion patron en orina, se tomo una alicuota de 2 ml de
orina y se transfiri6 a matraces de 25 ml donde se afladié volumenes adecuados de
cefepima 10™ M para obtener concentraciones finales comprendidas entre 10 y 10° M
del farmaco, 5 ml de tampédn fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta enrase. Las
muestras asi preparadas son llevadas a una celda electroquimica para medirlas con las

condiciones anteriormente establecidas.

La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por minimos

cuadrados es la siguiente:

-ip=(5.0620.016)C + (0.15+0.008); r = 0.995
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donde 1, se expresa en HA y C en mM.

En la figura 3.15 se representa una comparacion entre las rectas obtenidas en

orina y en agua.
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Figura 3.15. Comparacién de las rectas

de calibrado de la cefepima en orina (m) y en agua (e).

Se realizé un test de comparacion de pendientes entre la recta de calibracion en
agua y la recta de adicion patrén en orina usando el test de la t de Student, con (n; + ny —
4) grados de libertad para un nivel de significacion del 5%. Se encontré diferencia
significativa entre las pendientes, tcaculado = 18.92 y trabulado = 2.23. Esto indica la
existencia de un efecto matriz, que se refleja como una disminucién de la sefial del
analito en orina. Como consecuencia la cuantificacién de la cefepima en muestras de

orina se realizo por el método de adicion patron.

Posteriormente se procedid a realizar la determinacion de la cefepima en
muestras de orina dopada, para lo que se afiadi6 a muestras de orina cantidades de
cefepima para obtener concentraciones finales de 4-10” y 4-10° M, y se trato mediante
el método descrito y recomendado anteriormente, realizando tres determinaciones para

cada nivel de concentracion. Las recuperaciones para las diferentes concentraciones fue
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de 98.2 y 98.6%, con desviaciones estandar de 2.1 y 1.9%, respectivamente. De todo

ello se concluye que el método es bastante sensible para medir concentraciones mas

bajas que las que habitualmente se presentan después de administrar dosis terapéuticas.

Igualmente, se aplico el procedimiento descrito a la determinacion de cefepima

en muestras reales de orina correspondientes a los pacientes 5, 6, 7, 8,9, 10, 11 y 12

descritos en la presente memoria (pag. 212), validandose por el método cromatografico

propuesto por Jehl y colaboradores [138]. Los resultados se encuentran recogidos en la

Tabla 3.13.

Tabla 3.13 Concentracion de la cefepima en muestras de orina correspondientes a distintos pacientes.

Cefepima (mg/l)* | Cefepima (mg/l)* tde

Paciente por DPP por HPLC Student | Contraste F
5 2997 £ 1.7 3000+ 1.8 1.8 1.12
antes administracion 1057 £1.1 1060 + 1.8 2.5 2.67
° posterior administracion 1114 £1.2 1112 £+ 0.9 2.44 1.77
7 | posterior administracion 68 £0.9 69.2+0.8 1.76 1.26
g antes administracion 249.6 +0.2 250.5 £0.1 1.95 2.04
posterior administracion 273+ 14 270.7+2 1.64 2.04
antes administracion 350+ 0.9 3492 +0. 1.17 1.26
’ posterior administracion 138.7+£0.9 1404 +£1.1 2.13 1.5
0 antes administracion 7014 +1 699.1+12 2.56 1.44
posterior administracion 353.9+£09 3555+£0.7 2.55 1.65
antes administracion 103+ 0.8 104 £ 0.6 1.75 1.77
! posterior administracion 14619+0.9 14594 +19 2.08 4.45
. antes administracion 3591+£2 3587.8+2.1 1.92 1.1
posterior administracion 11957+ 1.7 1193118 1.81 1.12

* mediats,; (n=3)
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La comparacién de los resultados obtenidos por ambos métodos muestran unos
valores de t menores que el valor critico, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta
que no existen diferencias significativas entre el método propuesto y el de HPLC.
También se utilizo el contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose

valores inferiores al critico, que es de 39 (P = 0.05).

3.15.2.- DETERMINACION DE LA CEFEPIMA EN SUERO HUMANO

La determinacion de la cefepima en suero humano requiere un paso previo de
extraccion antes de realizar la medida por polarografia diferencial de impulsos. Para
ello, una alicuota de 0.5 ml de muestra de suero humano se mezcla con un volumen
igual de acetonitrilo en un tubo de centrifuga de 15 ml. El tubo se agita vigorosamente
con un agitador mecanico durante 5 minutos, y posteriormente se centrifuga a 5000 x g
durante 10 minutos. El liquido sobrenadante se transfiere, con ayuda de una pipeta
Pasteur, a otro tubo de centrifuga de 15 ml, al que se le afiade 3.2 ml de diclorometano.
Después se agita durante 5 min en agitador mecdnico y durante 10 minutos en
centrifugadora a 5000 x g. Toda la fase acuosa superior formada se transfiere a un
matraz de 25 ml, al que se le afiade 5 ml de tampdn fosfato a pH 2.7 y se enrasa con

agua Milli-Q.

Inicialmente se realizé un estudio para establecer la posible influencia del efecto
matriz, mediante la comparacion de las pendientes de la recta de calibrado en agua con

una recta de adicion patrén en suero.

Para preparar la recta de adicion patron en suero, se toman los extractos acuosos
de los tubos y se transfieren a matraces de 25 ml donde se afiadié cantidades adecuadas
de cefepima 10~ M para obtener concentraciones finales comprendidas entre 10y 107
M del farmaco, 5 ml de tampon fosfato de pH 2.7 y agua Milli-Q hasta enrase. Las
muestras asi preparadas se llevan a una celda electroquimica para medirlas con las
condiciones anteriormente establecidas. En la figura 3.16 se representa la recta obtenida

a partir de triplicados preparados.
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Figura 3.16. Recta de calibrado de la cefepima en suero.

La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por minimos

cuadrados, es la siguiente:

-iy=(10.66+0.05)C + (0.0033+0.0009); r= 0.999

donde 1, se expresa en LA y C en mM.

Se realizé un test de comparacion de pendientes entre la recta de calibracion en
agua y la recta de adicion patrén en suero usando el test de la t de Student, con (n; + n
— 4) grados de libertad para un nivel de significacion del 5%. Dado que no se encontro
diferencia significativa entre las pendientes (tcaculado = 0.17 Y tabuado = 2.23), la
cuantificacion de la cefepima en muestras de suero se realizard utilizando la recta de

calibracion externa.

Posteriormente se procedid a realizar la determinacion de la cefepima en
muestras de suero dopado, para lo que se afiadio a muestras de suero cantidades de
cefepima para obtener concentraciones finales de 4-10” y 4-10° M, y se trato mediante
el método descrito y recomendado anteriormente, realizando tres determinaciones para

cada nivel de concentracion. Las recuperaciones para las diferentes concentraciones fue
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de 97.9 y 98%, con desviaciones estandar de 2 y 2.5%, respectivamente. El método es
bastante sensible para medir concentraciones mas bajas que las que habitualmente se

presentan después de administrar dosis terapéuticas.

Se determind la concentracion de la cefepima en una muestra de suero en un
paciente tratado con Maxipime® intravenoso con una dosis de 1 g cada 8 horas. Se trato
la muestra tal y como se ha propuesto anteriormente y se midié por triplicado,
validandose por el método cromatografico propuesto por Jehl y colaboradores [138]. La
concentracion de la cefepima encontrada en la muestra de suero fue de 34.53 + 0.17
ppm por polarografia diferencial de impulsos, y la encontrada por HPLC fue de 34.60 +
0.16 ppm.

Para validar el procedimiento propuesto se aplico el test de significacion de t de
Student, donde s posee un valor de 0.164 y t tiene (n; + ny — 2) grados de libertad. De
esta forma se obtiene un valor de t de — 0.52, que al ser menor que el valor critico de t,
que es de 2.78 (P = 0.05), se acepta que no existe diferencias, estadisticamente, entre el
método propuesto y el de HPLC. También se utilizo el contraste F para comparar
desviaciones estandar, obteniéndose un valor de 1.12 que es inferior al critico, que es de

39 (P = 0.05).

También se determiné las concentraciones de la cefepima en muestras de suero
correspondientes a los pacientes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 descritos en la presente
memoria (pag. 212), tomadas a los 30 minutos de la administracion. Los resultados se

encuentran recogidos en la Tabla 3.14.
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Tabla 3. 14.Concentracion de la cefepima en muestras de suero correspondiente a varios pacientes.

Cefepima (mg/l)* | Cefepima (mg/l)*
Paciente t de Student | Contraste
por DPP por HPLC
F
5 421+09 43+04 1.7 5.06
6 80+0.9 799+0.6 0.14 245
7 64.8+0.8 655+04 1.38 32
8 672+16 69.1+13 1.6 1.51
9 11841 116.7+0.6 2.53 2.63
10 76.7+3 78+£26 0.56 1.33
11 1151+£22 116.8+1.8 1.06 1.46
12 101.1+£23 103.8+2 1.56 1.33

*mediats,; (n=3)

La comparacién de los resultados obtenidos por ambos métodos muestran unos
valores de t menores que el valor critico, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta
que no existen diferencias significativas entre el método propuesto y el de HPLC.
También se utilizo el contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose

valores inferiores al critico, que es de 39 (P = 0.05).

3.16.- ESTABILIDAD

Debido al gran uso de la cefepima a nivel hospitalario y su administracioén junto
a otros farmacos disueltos en suero fisioldgico, se considerd importante realizar un

estudio de estabilidad de la cefepima con el tiempo en este medio.

Para ello, se prepararon disoluciones de cefepima 4-10° M en la que se
afladieron 5 ml de tampon fosfato pH 2.7 y se enrasoé con suero fisiologico a 25 ml.
Posteriormente se midieron, a distintos tiempos, por polarografia diferencial de impulso

mediante el procedimiento recomendado.
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En la Figura 3.17, se representa la estabilidad de la cefepima en suero fisiologico

a tres temperaturas distintas de 20, 30 y 40° C.
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Figura 3.17. Estabilidad de la cefepima en
suero fisioldgico a distintas temperaturas: (A) 20°C, (B) 30°C, (C) 40°C.

Como puede observarse, existe una gran estabilidad de la cefepima en suero

fisiologico durante las 24 horas que ha durado el estudio.

También se realizo un estudio de estabilidad durante 24 horas, en suero
fisiologico, de la cefepima en asociacion con otros farmacos. En la Tabla 3.22 se recoge
la concentracion de los distintos farmacos que se asociaron a la cefepima (4-10° M) y el
comportamiento de las mezclas. El criterio de estabilidad fue una diferencia en la

intensidad de corriente mayor del 5% que a tiempo cero.
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Tabla 3.22. Estabilidad de la cefepima asociada a otros farmacos.

Farmacos Especialidad Concentracion (10° M) | Comportamiento
farmacéutica
Imipenem/cilastatinal Tienam 1.8/1.48 Estable
Ticarcilina Ticarpen 2.67 Estable*
Tobramicina Tobradistin 0.2 Estable
Cloramfenicol Normofenicol 2.5 Estable
Dipirona Nolotil 6.8 Estable
Penicilina G sodio Penicilina G 8 Estable*
Sulbactam Betamaz 54.6 Estable
Amoxicilina/ )

Ac. Clavalinico Augmentine 1.3/0.33 Estable
Amicacina Sustancia valoradaj 0.42 Estable
Amicacina Biclin 0.42 Estable

Gentamicina Gevramycin 0.4 Estable**
Tramadol Adolonta 0.36 Estable

* Estable durante 6 horas

** Estable durante 2 horas



CAPITULO 4

DETERMINACION DE CEFEPIMA POR VOLTAMPEROMETRiA
DE REDISOLUCION ADSORTIVA CATODICA
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En este capitulo se describe el estudio de la adsorcion y posterior reduccion de la
cefepima en el electrodo de gota de mercurio estatica (SMDE), que permite la
determinacion de este farmaco en diferentes fluidos biologicos por voltamperometria de

redisolucion adsortiva catddica (CAdASV).

4.1.- ESTUDIOS PREVIOS

Con el objeto de establecer si la cefepima se adsorbe sobre la superficie del
mercurio se registraron voltamperogramas ciclicos con y sin deposicion previa sobre la
superficie de un electrodo de gota de mercurio estatica. Para ello, se prepararon
disoluciones acuosas de la cefepima de concentracion 107 M, conteniendo 5 ml de
tampon fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y se
registraron los voltamperogramas correspondientes a una velocidad de barrido de 1 V/s.
En la Figura 4.1, se muestran los voltamperogramas obtenidos a distintos tiempos de
deposicion y un potencial de acumulacion de 0 V. Como puede observarse la diferencia
de intensidad entre los voltamperogramas indica la existencia de una acumulacion de la

cefepima sobre la superficie del electrodo.

1400

1200

1000

800

600 -

-ip (nA)

400 B

200

-200 : ‘ ‘ ‘
0,7 0,9 1.1 1.3 1,5

, 1,7
-E(V)

>

Figura 4.1. Voltamperogramas ciclicos de la cefepima con:
(A) sin deposicion, (B) 60 s, (C) 90 sy (D) 240 s de tiempo de deposicion.
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Posteriormente y en una serie de estudios previos se pudo comprobar que la
técnica mas adecuada en la etapa de medida es la voltamperometria de barrido lineal. En
la Figura 4.2, se encuentra representado el voltamperograma correspondiente a la
voltamperometria de barrido lineal pertenecientes a una muestra que contenia 1.43 ug
de cefepima, 5 ml de tampon fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un
volumen de 25 ml. Una vez preparada la muestra, se trasvasé a la celda electroquimica
donde se le hizo pasar una corriente de nitrégeno puro durante 10 minutos, tras lo cual
se dispusieron las condiciones necesarias para la medida y registro de los
voltamperogramas. El barrido se realizo desde O hasta -1.4 V, utilizdndose un potencial

de acumulacion de O V, un tiempo de deposicion de 60 s y un tiempo de reposo de 15 s.
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Figura 4.2.Voltamperograma de barrido lineal de cefepima 107 M a pH 5.8.

Como puede observarse aparecen dos ondas de reduccion para la cefepima a
potenciales de -0.89 Vy -1.2 V. El estudio voltamperométrico se centrd, al igual que en
el estudio por polarografia diferencial de impulsos, en la onda II debido a su mejor

definicion.
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4.2.- INFLUENCIA DEL pH

Para llevar a cabo este estudio, se prepararon disoluciones acuosas de cefepima
107 M a distintos valores de pH entre 2 y 11.5, afiadiendo volimenes variables de acido
fosforico 1 M e hidréxido potasico 1 M hasta un volumen total de 5 ml, y agua Milli-Q
hasta completar un volumen de 25 ml Posteriormente se registraron los
correspondientes voltamperogramas entre 0 y -1.5 V, utilizando un potencial de

acumulacién de O V, un tiempo de deposicion de 60 s y un tiempo de reposo de 15 s.

En la Figura 4.3 se representan los voltamperogramas de la cefepima a tres
valores de pH caracteristicos. Se elige un pH de 5.8, en los siguientes estudios, ya que a

este valor de pH los voltamperogramas estan mejor definidos.

281 .0IS .4 0 428 .4sm
EAy

Figura 4.3. Voltamperogramas de
cefepima 10”7 M a distintos pH: (A) 2; (B): 5.8; (C): 9.

4.3.- INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA

Se estudio el comportamiento de la segunda onda de reducciéon de la cefepima
frente a la temperatura del sistema electroquimico. Para llevar a cabo este estudio, se

prepararon disoluciones acuosas de cefepima 107 M de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta
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completar un volumen de 25 ml, y se varid la temperatura desde 25 hasta 60 °C.
Posteriormente se registraron los correspondientes voltamperogramas entre 0 y -1.5 V,
utilizando un potencial de acumulacion de 0 V, un tiempo de deposicion de 60 s y un

tiempo de reposo de 15 s.

En la Figura 4.4 se representa la influencia de la temperatura sobre la intensidad

de pico de la cefepima. Los estudios posteriores se realizan a 25 °C.
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Figura 4.4. Influencia de la temperatura sobre la intensidad de pico de la cefepima.

4.4.- INFLUENCIA DEL POTENCIAL DE ACUMULACION

Se prepararon disoluciones acuosas de cefepima de concentracién 107 M,
conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un
volumen de 25 ml, y se registraron los voltamperogramas correspondientes entre O y
-1.4 V, variando el potencial de acumulacion entre -1 V y 0.1 V, y manteniendo el

tiempo de deposicion en 60 s y el tiempo de reposo en 15 s.

En la Tabla 4.1 aparecen los valores de intensidad y potencial de pico

correspondientes a los valores de potencial de acumulacion.
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Tabla 4. 1. Variacion de las intensidades

y potenciales de pico con la variacién del potencial de acumulacion.

E.c (V) “ip(nA) E,(V)
-1.0 13.93 1.20
-0.8 28.83 1.20
-0.6 40.84 1.20
-0.5 66.05 1.20
-0.4 75.58 1.20
-0.3 81.50 1.20
-0.2 77.10 1.20
-0.1 76.96 1.20
0.0 67.65 1.20
0.1 38.10 1.20

En la Figura 4.5 se han representado los valores de las intensidades de pico
frente a los valores aplicados de potencial de acumulacién. Como puede observarse, en
el rango que se extiende desde -0.4 V a -0.1 V, se obtienen los mayores valores de
intensidad de pico. Por ello, se va a elegir un potencial de acumulacién de -0.3 V en los

siguientes estudios.
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Figura 4.5. Variacion de la intensidad de pico

de la cefepima en funcion del potencial de acumulacion.
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4.5.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE DEPOSICION

Para realizar este estudio se prepararon disoluciones de cefepima de 10° a 10™
M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un
volumen de 25 ml, y se registraron los voltamperogramas correspondientes entre O y -
1.4V, variando el tiempo de deposicién entre O y 600 s, y manteniendo el potencial de
acumulacion en -0.3 V y el tiempo de reposo en 15 s. En la Figura 4.6 se representa los
voltamperogramas de una disolucion de cefepima 107 M a distintos tiempos de

deposicion.
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Figura 4.6. Voltamperogramas de cefepima 10”7 M
a distintos tiempos de deposicion: (A) 0s, (B) 30 s, (C) 60 s, (D) 90 s, (E) 120 s.

En la Figura 4.7 se han representado los valores de las intensidades de pico
frente a los valores de tiempo de deposicion aplicados, para diferentes concentraciones
de cefepima. Se observa que para cada concentracion existe una zona de aumento lineal
de la intensidad de pico con respecto al tiempo de deposicidn, y una zona en la cual se
pierde esta linealidad debido a la saturacién de la gota de mercurio. Se elige, para

estudios posteriores, un tiempo de deposicion de 120 s.
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Fig.4.7. Influencia del tiempo de deposicion sobre
la intensidad de pico de la cefepima: (A)10° M, (B)10® M, (C)107 M, (D)10° M.

4.6.- INFLUENCIA DEL TIEMPO DE REPOSO Y LA VELOCIDAD DE
AGITACION

Para estudiar la influencia del tiempo de reposo en la voltamperometria de
redisolucion de la cefepima se prepararon disoluciones acuosas de cefepima de
concentracion 107 M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q
hasta completar un volumen de 25 ml, y se registraron los voltamperogramas
correspondientes entre 0 y -1.4 V, variando el tiempo de reposo entre 5y 30 s, y

manteniendo el potencial de acumulacion en -0.3 V y el tiempo de deposicion a 120 s.

Los valores correspondientes a la variacion del tiempo de reposo con respecto a
la intensidad y potencial de pico, se encuentran representados en la Tabla 4.2. Se

observa, que en el rango estudiado del tiempo de reposo, no existen grandes variaciones
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con respecto a la intensidad y al potencial de pico. Para estudios posteriores se elige 15s

como tiempo de reposo.

Tabla 4.2.Valores de intensidad y potencial

de pico correspondientes a distintos tiempos de reposo.

Tiempo de |

Reposo (s) o (nA) By (V)
5 1484 | 121
10 1558 | 1.20
15 156.3 1.20
30 155.5 1.20

Otro parametro estudiado fue la velocidad de agitacion durante la etapa de
deposicion de la cefepima. El polardgrafo dispone de 6 velocidades de agitacion
diferentes; desde 500 hasta 3000 r.p.m. Para el estudio de este parametro se siguid el

procedimiento anteriormente descrito.

En la Figura 4.8 se muestran los resultados obtenidos. Se elige una velocidad de

agitacion de 2500 r.p.m. para realizar los estudios posteriores.
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Figura 4.8. Efecto de la velocidad de agitacion.

4.7.- INFLUENCIA DE LA VELOCIDAD DE BARRIDO

Para estudiar la influencia de la velocidad de barrido de potencial en la
voltamperometria de redisolucion de cefepima se prepararon disoluciones acuosas de
cefepima de una concentracion 10”7 M, conteniendo 5 ml de tampon fosfato de pH 5.8 y
agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml Se registraron los
voltamperogramas correspondientes entre 0 y -1.4 V, variando la velocidad de barrido
entre 10 y 1000 mV/s, y manteniendo el potencial de acumulaciéon en un valor de -0.3

V, el tiempo de deposicion en 120 s y el tiempo de reposo en 15 s.

En la tabla 4.3, se encuentran recogidos los valores correspondientes a la
velocidad de barrido (V) y su logaritmo, la intensidad de pico (ip,) y su logaritmo y el
potencial de pico (E). En la Figura 4.9 se representan el log de 1, y el potencial de pico
frente al log de V. Como puede apreciarse, el logaritmo de i, aumenta con la V, y E
disminuye linealmente cuando aumenta el logaritmo de Vy,, con coeficientes de
correlacion de 0.9995 y 0.9992, respectivamente. Los estudios posteriores se realizan a

una velocidad de barrido de 500 mV/s.
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Tabla 4. 3. Influencia de 1a velocidad de barrido.

vy (mV/s) |log vy, (mV/s) | -ip, (nA) | - log i, (nA) |-E (V)
10 1 1.58 0.20 1.07
20 13 3.20 0.50 1.09
50 1.7 7.91 0.89 1.12
100 2 14.82 1.17 1.14
200 2.3 27.23 1.43 1.17
500 2.7 74.09 1.86 1.20
750 2.87 113.40 2.05 1.21
1000 3 157.20 2.19 1.22
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Figura 4.9.Influencia de la velocidad de barrido con: (A) log i, (B) E,.
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4.8.- RECTA DE CALIBRADO

Una vez optimizados los pardmetros instrumentales propios de la técnica
utilizada se procedio al establecimiento de una recta de calibrado en las condiciones
anteriormente fijadas (potencial de acumulacion de -0.3 V, tiempo de deposicion de 120
s, tiempo de reposo de 15 s y velocidad de barrido de 500 mV/s). Para ello, se
prepararon muestras conteniendo cefepima de distintas concentraciones entre 107 y
10° M, 5 ml de tampén fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un volumen
de 25 ml. Las muestras asi preparadas son llevadas a una celda electroquimica donde se
desoxigenan pasando nitrégeno durante 10 minutos, registrandose los correspondientes

voltamperogramas entre 0 y -1.4 V.

En el rango de concentraciones estudiado existe una relacion lineal entre la
intensidad de pico y la concentracion, por lo que el calibrado se realiza para este rango
de concentraciones. En la Figura 4.10 se muestra la recta de calibrado obtenida a partir

de triplicados preparados como se indica anteriormente.

O T T T T T T
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Concentracién (10-9 M)

Figura 4.10. Recta de calibrado de la cefepima.
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La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por minimos

cuadrados es la siguiente:
-ip= (0.65 % 0.006) C + (2.1 % 0.3); r = 0.9991

donde i, se expresa en nA y C en 10”7 M.

4.9.- REPETITIVIDAD

Para conocer la repetitividad intradia del método propuesto se prepararon
10 muestras iguales conteniendo 10”7 M de la cefepima, 5 ml de tampon fosfato de pH
5.8 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y registrandose los
correspondientes voltamperogramas como en apartados anteriores. Los parametros
estadisticos calculados presentan un valor medio de la sefial (yn) de -7.351-10% M, una

desviacion estandar (s) de 0.55-10° M y una desviacion estandar relativa (%E) de 0.75.

Para conocer la repetitividad interdia del método propuesto se prepard y midio
una muestra cada dia, durante 10 dias, conteniendo 107 M de cefepima, 5 ml de tampon
fosfato de pH 5.8 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y se registré los
correspondientes voltamperogramas como en apartados anteriores. El valor medio de la
sefial (ym) es de -7.487-10° A, el de la desviacion estandar (s) 0.7-10° A, y el de la

desviacion estandar relativa (%E) 0.93.

4.10.- LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se calculd el limite de deteccion y de cuantificacion, tal y como se
describe en el capitulo 2, obteniéndose unos valores de 4.8-10"° M y de de 1.6:10° M,

respectivamente.
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4.11.- PROCEDIMIENTO RECOMENDADO PARA LA DETERMINACION DE
LA CEFEPIMA

En un matraz de 25 ml se ponen concentraciones de la cefepima comprendidas
entre 10” y 107 M, se afiaden 5 ml de tampén fosfato de pH 5.8 y se enrasa con agua
Milli-Q. Las muestras se colocan en una celda electroquimica, registrandose los
correspondientes voltamperogramas entre 0 a -1.40 V, después de desoxigenar durante
10 minutos con una corriente de nitrogeno puro, mediante la técnica de
voltamperometria de redisolucion adsortiva catdédica de barrido lineal. Los
voltamperogramas se registran fijando un potencial de acumulacion de -0.3 V, un
tiempo de deposicion de 120 s con una velocidad de agitacion de 2500 rpm, un tiempo
de reposo de 15 s y una velocidad de barrido de 500 mV-s™. Por comparacion con la
correspondiente recta de calibrado obtenida en iguales condiciones, se determina la

concentracion de la cefepima.

4.12.- DETERMINACION DE CEFEPIMA EN FLUIDOS BIOLOGICOS

El método propuesto se aplica a la determinacion de cefepima en orina y liquido

cefalorraquideo.

4.12.1.- DETERMINACION DE CEFEPIMA EN ORINA

Dado que aproximadamente el 88 % de la cefepima suministrada a un paciente
se excreta inalterada en orina, se procedié a aplicar el método propuesto a su

determinacidn en este fluido.

Inicialmente se realizé un estudio para establecer la posible influencia del efecto
matriz, mediante la comparacion de las pendientes de la recta de calibrado en agua con

una recta de adicion patrén en orina.

Para preparar la recta de adicion patron en orina, se tomo una alicuota de 5 ml de
orina que se diluyd con agua a 25 ml en un matraz. Una alicuota de 25 pL de esta
disolucion se transfirio a matraces de 25 ml donde se afiadieron cantidades adecuadas de

cefepima 10 M para obtener concentraciones finales comprendidas entre 107 y 10”7 M
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del farmaco, 5 ml de tampon fosfato a pH 5.8 y agua Milli-Q hasta enrase. Las muestras
asi preparadas son llevadas a una celda electroquimica para realizar las medidas en las
condiciones anteriormente establecidas. En la Figura 4.11 se representa la recta obtenida

a partir de triplicados preparados, como se indicé anteriormente.

0 20 40 60 80 100
Concentracion (10-9 M)

Figura 4.11. Recta de adicion patrén en orina.

La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por

minimos cuadrados es la siguiente:
-ip=(0.65 + 0.006)C + (2.5 % 0.4); T = 0.999
donde i, se expresa en nA y C en 10”7 M.
Como puede observarse las pendientes de las rectas son iguales, por lo que la

cuantificacidon de la cefepima en muestras de orina se realizara utilizando la recta de

calibracion en agua.
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En la Figura 4.12 se muestra distintos voltamperogramas de cefepima en orina,

donde se puede observar que el potencial de pico aparece a -1.198 V.
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Fig. 4.12. Voltamperogramas de cefepima en orina:
(A)OM, (B) 10° M, (C) 510° M, (D) 107 M.

Posteriormente se procedio a realizar la determinacion de cefepima en muestras
de orina dopada, para lo que se afiadié a muestras de orina cantidades de cefepima para
obtener concentraciones 5-10° M y 5-10® M y se siguio el procedimiento descrito,
realizando tres determinaciones para cada nivel de concentracion. Las recuperaciones
para las anteriores concentraciones fue de 98 % y 99.1 %, con desviaciones estandar de
1.5 y 2.8 %, respectivamente. De todo ello se concluye que el método es bastante
sensible para medir concentraciones mas bajas que las que habitualmente se presentan

después de administrar dosis terapéuticas.
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Se determind la concentracion de cefepima en una muestra de orina en un
paciente tratado con Maxipime® intravenoso con una dosis de 2 g cada 12 horas. Se
trato la muestra tal y como se ha propuesto anteriormente y se mididé por triplicado,
validandose por el método cromatografico propuesto por Jehl y colaboradores [138]. La
concentracion de la cefepima encontrada en la muestra de orina fue de 203.3 = 1.9 ppm

por CAdSV, y la encontrada por HPLC fue de 204.8 + 4.6 ppm.

Se obtuvo un valor de t de -0.53, por lo que se puede comprobar que es menor
que el valor critico, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta que no existen
diferencias significativas entre el método propuesto y el de HPLC. También se utilizo el
contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose un valor de 5.86,

siendo inferior al critico, que es de 39 (P = 0.05).

Ademas se determind las concentraciones de cefepima en muestras de orina
correspondientes a los pacientes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 descritos en la presente

memoria (pag. 212). Los resultados se encuentran recogidos en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4.Concentracidn de la cefepima en muestras de orina correspondientes a distintos pacientes.

) Cefepima
Cefepima (mg/1) por e tde Contraste
Paciente (mg/l)
CAdSV Student F
por HPLC
5 3003+ 0.9 3000+ 1.8 2.6 4
antes administracion 1058 £ 0.8 1060 £ 1.8 1.78 5.06
6 posterior
11109++0.8 1112+ 0.9 1.59 1.26
administracion
posterior
7 o . 669+0.7 692 +0.8 1.69 1.3
administracion
antes administracion 250 £0.6 250.5+0.14 1.42 18.36
8 posterior
o . 268+ 1.2 2707 +£2 2.03 2.77
administracion
antes administracion 3502+08 3492 +08 1.54 1
9 posterior
o . 1393 +1 1404+ 1.1 1.32 1.21
administracion
antes administracion 7004+09 699.1+12 1.45 1.77
10 posterior
o . 356.8+0.8 355.6+0.7 2.06 1.3
administracion
antes administracion 104.8 £ 0.7 104 £ 0.6 1.53 1.36
11 posterior
o . 1457+ 0.5 14594+ 19 2.14 14.44
administracion
antes administracion 35907+ 1.6 3587.8+2.1 1.92 1.72
12 posterior
o . 11953+0.6 1193.1+1.8 2 11.11
administracion

* mediats,; (n=3)

La comparacién de los resultados obtenidos por ambos métodos muestran unos
valores de t menores que el valor critico, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta
que no existen diferencias significativas entre el método propuesto y el de HPLC.
También se utilizo el contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose

valores inferiores al critico, que es de 39 (P = 0.05).
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4.12.2.-DETERMINACION DE CEFEPIMA EN LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO

Inicialmente se realizé un estudio para establecer la posible influencia del efecto
matriz, mediante la comparacion de las pendientes de la recta de calibrado en agua con

una recta de adicion patrédn en liquido cefalorraquideo.

Para preparar la recta de adicidon patron en liquido cefalorraquideo, se tomaron
alicuotas de 100 pL del mencionado liquido provenientes de un pool humano
conservado a -20 °C, y se transfirio a matraces de 25 ml donde se afiadieron cantidades
adecuadas de cefepima 10 M para obtener concentraciones finales comprendidas entre
107y 10° M del farmaco, 5 ml de tampon fosfato a pH 5.8 y agua Milli-Q hasta enrase.
Las muestras asi preparadas se trasvasaron a una celda electroquimica y las medidas se
realizaron en las condiciones anteriormente establecidas. En la Figura 4.13 se representa

la recta obtenida a partir de triplicados preparados, como se indic anteriormente.
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Figura 4.13. Recta de adicion patrén en liquido cefalorraquideo.
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La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por

minimos cuadrados es la siguiente:

-ip=(0.645 + 0.007)C + (2 + 0.44); r = 0.999

donde i, se expresa ennA y C en 107 M.

Se realizo un test de comparacion de pendientes entre las rectas de calibracion
externa y en presencia de liquido cefalorraquideo usando el test de la t de Student, con
(n; + n; — 4) grados de libertad para un nivel de significacion del 5%. Dado que no se
encontro diferencia significativa entre las pendientes (tcaiculado = 0.31 ¥ ttabutado = 2.31), la
cuantificacién de la cefepima en muestras de liquido cefalorraquideo se realizara

utilizando la recta de calibracion en agua.

En la Figura 4.14 se muestran distintos voltamperogramas de cefepima en
liquido cefalorraquideo, donde se puede observar que el potencial de pico aparece a

-12V.

O T T T T T T
0,8 0.9 1 1,1 1,2 1,3 1.4 1,5

-E(V)

Fig. 4.14. Voltamperogramas de cefepima
en liquido cefalorraquideo: (A) 0 M, (B) 10®* M, (C) 5 10° M, (D)10” M.
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Posteriormente se procedio a realizar la determinacion de cefepima en una
muestra de liquido cefalorraquideo dopado, para lo que se afiadidé a muestras de liquido
cefalorraquideo cantidades de cefepima para obtener concentraciones 4.75:10° M y
5-10° M y se siguio el procedimiento descrito, realizando tres determinaciones para
cada nivel de concentracion. Las recuperaciones para las anteriores concentraciones fue
de 99.1 % y 98.8 %, con desviaciones estandar de 2.5 y 2.8 %, respectivamente. De
todo ello se concluye que el método es bastante sensible para medir concentraciones
mas bajas que las que habitualmente se presentan después de administrar dosis

terapéuticas.



CAPITULO 5

ESTUDIO Y APLICACIONES DE LAS PROPIEDADES
ESPECTROFOTOMETRICAS DE CEFEPIMA
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En este capitulo se describen las caracteristicas espectrofotométricas de la
cefepima. Se estudia la influencia del disolvente, de los agentes rédox y del pH. Asi
mismo, se calcula la constante de disociacion de la cefepima por métodos
espectrofotométricos 'y potenciométrico. Ademas, se propone un método
espectrofotométrico que se aplica en la determinacion del contenido de cefepima en

especialidades farmacéuticas.
5.1.- ESPECTROS DE ABSORCION EN DISOLVENTES ORGANICOS

Se registraron los espectros de absorcion de la cefepima en agua, metanol,
etanol, isopropanol, acetonitrilo y dimetilformamida (Figura 5.1). Para ello se
prepararon muestras de cefepima 4-10° M en los disolventes anteriormente
mencionados, en matraces de 25 ml. En la Figura no aparece el espectro

correspondiente al etanol, ya que coincide practicamente con el del acetonitrilo.

1,0

Absorbancia

0,0

200 225 250 275 300 325 350
Longitud de onda (nm)

Figura 5.1. Espectros de absorcion de 4-10”° M de la cefepima en

(A) agua, (B) metanol, (C) isopropanol, (D) acetonitrilo y (E) dimetilformamida.
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En la Tabla 5.1 aparecen los valores de longitud de onda de méxima absorcion,
junto con su correspondiente absorbancia. Se observa un desplazamiento batocrémico y

una disminucién de la absorbancia, al disminuir la polaridad del disolvente.

Tabla 5.1. Longitud de onda de maxima absorcion y

su correspondiente absorbancia para la cefepima en distintos disolventes.

DISOLVENTE | Ay | A

Agua 262 10.834
Metanol 263 |0.709
Etanol 263 10.651

Isopropanol 263.410.664
Acetonitrilo 264 | 0.646
Dimetilformamida | 271.8 | 0.629

También se estudio la estabilidad de la cefepima en los distintos disolventes a lo
largo del tiempo, observandose que en los casos de metanol y etanol existe una
inestabilidad con el tiempo, mientras que en el resto de los casos, la cefepima es estable
durante al menos cinco horas. En las Figuras 5.2 y 5.3 se representan la estabilidad de la

cefepima en los distintos disolventes.
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Figura 5.2. Estudio de estabilidad de
la cefepima 4-10” M en distintos disolventes: (A) metanol, (B) etanol.
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Figura 5.3. Estudio de estabilidad de la cefepima 4-10° M

en distintos disolventes: (A) isopropanol, (B ) acetonitrilo, (C) dimetilformamida.
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5.2.- COMPORTAMIENTO FRENTE A AGENTES REDOX E IONES
INORGANICOS

La influencia de los agentes rédox se ha estudiado observando la variacion con
el tiempo del espectro de absorcion UV-visible de disoluciones de la cefepima en
presencia de tales agentes. Para ello se registraron los espectros de absorcion de una
serie de disoluciones 4-10° M de cefepima en 25 ml, que contenian 0.1g (o volumen

equivalente) de agua oxigenada como oxidante, y acido ascorbico como reductor.

El agua oxigenada no afecta a la longitud de méxima absorbancia, aunque si se
aprecia una disminucion en la absorbancia de las bandas del espectro. En el caso del
acido ascorbico, se produce un desplazamiento batocrémico y una disminucion de la
absorbancia. En la Figura 5.4 se representa los espectros de cefepima en acido ascoérbico

a tres valores de pH distintos.

0,8

Absorbancia

250 275 300 325 350 375
Longitud de onda (nm)

Figura 5.4. Espectros de cefepima 4 10° M
en acido ascérbico para distintos valores de pH: (A) 3.0, (B) 6.0, (C) 9.0.
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Para el estudio de la influencia de iones inorganicos, se utilizaron disoluciones
de cefepima de concentracion 4-10° M. Los iones ensayados fueron Zn(II), Ni(II),
Mn(I1), Co(II), Ca(1l), Mg(Il), AI(IIT), Fe(Il), Fe(Ill) y Cu(Il) de concentracion 10 ppm,
que se mezclaron con la cefepima y tampén fosfato de pH de 3, 6 y 9. En cada caso se
comparan las mezclas asi obtenidas con blancos preparados de forma andloga, pero sin
16n metélico, con objeto de detectar posibles diferencias. Los resultados fueron

negativos en todos los casos.

5.3.- INFLUENCIA DEL pH SOBRE LOS ESPECTROS DE ABSORCION EN
DISOLUCION ACUOSA

La cefepima presenta un espectro de absorcion UV-visible, tanto en medio acido
como en medio basico, que dependen, entre otras variables, del pH. Para estudiar la
influencia en medio acuoso del pH en los espectros de absorcion molecular UV - visible
de la cefepima se ajustaron los valores de pH con H3PO,; y NaOH en una serie de
disoluciones con una concentracion final de cefepima de 4-10° M y agua Milli-Q hasta
completar un volumen de 25 ml. En la Figura 5.5 aparecen representados los espectros
de absorcion correspondientes a valores de pH 3, 6 y 9. Como puede observarse, en
medio 4acido aparece un maximo de absorcion a 262 nm, el cual, y a medida que

aumenta el pH del medio, se desplaza a 256 nm, y aparece un nuevo maximo a 235 nm.
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Figura 5.5. Espectros de absorcion de la cefepima 4- 10° M
para distintos valores de pH: (A) 3.0, (B) 6.0, (C) 9.0.

También, se realizo un estudio de la estabilidad de la cefepima en funcion del
pH. Como puede observarse en la Figura 5.6 la cefepima es estable, al menos durante
24 horas, a los valores de pH 3, 6 y 9, pero inestable a valores de pH mas acidos y mas

basicos que ¢€stos.
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Figura 5.6. Estudio de estabilidad de la cefepima 4-10° M
para distintos valores de pH: (A) 1, (B) 3, (C) 6, (D) 9, (E) 11. =262 nm.
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5.4.- DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION

5.4.1.- DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA

Tal y como se indico anteriormente la cefepima presenta dos méaximos a
longitudes de ondas de 256 y 235 nm. Por ello, para calcular espectrofotométricamente

el pKa de la cefepima, se van a realizar las medidas a estas dos longitudes de ondas.

Se prepararon una serie de muestras con una concentracion de cefepima
4-10° M, con valores crecientes de pH (ajustado con NaOH y H3PO,), 5 ml de
disolucion de KCl 1 M (cuya mision es mantener un valor de fuerza idnica de 0.2 en
todas las muestras) y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, midiéndose
las absorbancias a 256 y 235 nm frente a un blanco. En la Figura 5.7 aparecen recogidos

los valores de absorbancia a 256 nm frente a los correspondientes de pH.

Absorbancia

0,6

0,5 T T T T

pH

Figura 5.7. Influencia del pH en la absorbancia de la cefepima. A = 256 nm.
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Aplicando el método de Albert y Sergeant [165], el calculo del pKa se obtendra
como la media de los valores individuales de pKa en el rango de pH comprendido entre

2.2 y 4, segun la ecuacion:

donde Apr es 0.844 y Ar es 0.680. En la Tabla 5.2 se recoge los valores de pKa para

cada punto de valor de pH en el rango indicado.

Tabla 5.2. Valores de pKa individuales correspondientes a cada valor de pH.

pH pKa
22 322
2.4 3.16
2.6 3.03
2.8 2.99
3 2.96
35 2.92
4 2.68

de esta forma se obtiene un valor medio de pKa de 2.99 + 0.16.

Aplicando el método de Stenstrom y Goldsmith [166], donde se obtiene

graficamente un valor de pKa correspondiente al valor de pHi/,, segln:

A = 1/2 (AHR + AR)
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se obtiene un valor de A de 0.762, y llevando este valor a la curva de absorbancia-pH a

256 nm, corresponde un valor de pHy; de 2.98 que coincide con el valor del pKa de la

cefepima.

La curva Absorbancia-pH a 235 nm se muestra en la Figura 5.8. Se observa un
primer salto entre pH O y 2 y otro entre pH 2 y 5, pero el primero se encuentra en una

zona de inestabilidad, tal y como se manifestd anteriormente.

0,8

0,7 1

Absorbancia
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L

0,5
0.4
0 2 4 6 8
pH
Figura 5.8.

Influencia del pH en la absorbancia de la cefepima. A =235 nm.

Para comprobar si el primer salto observado es debido a una inestabilidad, se
calcula el nimero de protones intercambiados, tal como indica Buddessinsky [167],

entre dos porciones constantes de absorbancia (Agr y Ar) y que viene dado por:

0 = (dA/de)A-'(AR—AHR)/Z
8 0.575(A, — Ayp)
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Si tomamos los puntos entre pH 0 y 2 encontramos que el valor de la pendiente
(dA/dpH) posee un valor de 0.059. Tomando Ag = 0.51 y Apr = 0.46, obtenemos un
valor de ny de 2, alejado del valor esperable de 1. Probando en el tramo siguiente, entre
pH 2y 5, (dA/dpH) es 0.09. Tomando como Ag = 0.7 y Agr = 0.51, obtenemos un valor
de ny de 0.83, muy proximo a 1, que es el resultado esperable. Por lo tanto tomaremos
los valores entre pH 2 y 5 para evaluar el pKa. Los valores exactos de las absorbancias
limite Agx y Agr no los conocemos, por lo que utilizaremos un método iterativo de
Ramette [168] para calcular la constante de ionizacién. Partimos de la expresion
fundamental del célculo de la constante de acidez de un acido monoprotico a partir de

los datos A-pH:

que podemos reescribir como:

R
A_AR+T(AHR A)

a

Si se representa A frente a [H ](Aur — A) se obtiene una recta de pendiente 1/K,.
Al no conocer con exactitud el valor de Apr se le dard valores, para calcular los
parametros de la recta y comprobar su linealidad a partir del coeficiente de correlacion.
En la Tabla 5.3 se recoge los valores de Apr y sus correspondientes coeficientes de

correlacion.
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Tabla 5.3. Valores de Ay y coeficientes de correlacion.

Anr R

051 0.63
0.49 0.96
0.48 0.96
0.47 0.965
0.46 0.964
0.45 0.961
0.43 0.95

Tomando Apr como 0.47, se obtiene una recta con una ordenada Ag de 0.681 y

una pendiente 1/K, de 488.04, con lo que se obtiene un valor de pKa de 2.7.
5.4.2.- DETERMINACION POTENCIOMETRICA

También se calcula la constante de ionizacion por valoracion potenciométrica.
Para ello se prepara una muestra de 100 ml con una concentracion 2-10° M en cefepima
y se valora con KOH 0.0981M, utilizando un electrodo de vidrio previamente calibrado.

En la Figura 5.9 se representa la curva de la valoracion potenciométrica.

ml KOH

Figura 5.9. Curva de la valoracion potenciométrica de la cefepima 2-10~ M.
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A partir de los datos pH-V se calculan los valores de la primera y segunda
derivada en el rango de pH de 3.5 a 10, que es donde se produce el salto. En la Figura

5.10 se representa la segunda derivada, donde se observa que el valor que
corresponderia a A*pH /Av*= 0 puede calcularse facilmente por interpolacion lineal,

dando un volumen de equivalencia de 3.75 ml.

600

400

200

APH/AV
()

-200 A

-400 A

-600

Volumen (ml)

Figura 5.10. Representacion de la segunda derivada.

El punto de semineutralizacidon, que corresponde a un pH = pKa corresponderia
a la adicion de un volumen de 1.86 ml. Si interpolamos linealmente en los valores

originales de datos pH-V, obtenemos que pKa =3.

Para llevar a cabo el calculo de una manera mas rigurosa se ha utilizado el
programa EUTIT [169], que se basa en la curva pH-V y que la linealiza de una forma
semejante al método de Gran [170] pero teniendo en cuenta los errores cometidos en las
variables que se toman como abscisa y ordenada. Admitiendo que el error en la lectura
del volumen era de + 0.05 y en el pH de + 0.02, el valor de pKa obtenido resulto ser de
2.65 + 0.02 tomando 30 puntos dentro de la zona 4cida anterior al volumen de

equivalencia.
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En la Tabla 5.4, se recoge los valores de pKa obtenidos mediante la

determinacion espectrofotométrica y potenciométrica.

Tabla 5.4.Comparacion de los valores de pKa para la cefepima.

DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DETERMINACION
A =256 nm A =235 nm POTENCIOMETRICA
Albert y Stenstrom y Primera y segunda derivada
) ) Ramette
Serjeant Goldsmith EUTIT
2.99 2.98 2.7 2.65

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por otros autores [153,155] en la
determinacion, tanto espectrofotométrica como potenciométrica, del pKa de la

cefepima.

5.5. - RECTA DE CALIBRADO

Se preparan por quintuplicado, disoluciones de cefepima con concentraciones
crecientes en el rango de 1 - 20 ug ml™ que contienen 5 ml de tampon fosfato de pH 2 y
agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Se elige este pH ya que la
absorbancia es maxima y corresponde exclusivamente a la forma acida de la cefepima.
Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 262 nm. Se representa en la Figura
5.11 la recta de calibrado obtenida a partir de las muestras preparadas como

anteriormente se indico.
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Figura 5.11. Recta de Calibrado para la cefepima.

La expresion de la ecuacion de la recta obtenida tras el ajuste por minimos

cuadrados es la siguiente:

A=(4.37+0.01) 102 C + (0.5+0.1) 10, r=0.9998

5.6.— REPETITIVIDAD

Para conocer la repetitividad intradia del método propuesto se prepararon 10
muestras iguales, conteniendo 8 pg/ml de cefepima, 5 ml de tampon fosfato de pH 2 y
agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml, y midiendo la absorbancia a 262
nm. Los parametros estadisticos calculados mostraron un valor medio de la sefial (ym)
de 0.357, una desviacion estandar (s) de 10™ y una desviacion estandar relativa (%E) de

0.277.
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Para conocer la repetitividad interdia del método propuesto se prepard y midid
una muestra cada dia, durante 10 dias, conteniendo 8 pg/ml de la cefepima, 5 ml de
tampon fosfato de pH 2 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Los
parametros fueron calculados de acuerdo a las expresiones anteriormente mencionadas,
obteniéndose una valor medio de la sefial (yn) de 0.357, una desviacion estandar (s) de

1.8:107 y una desviacion estandar relativa (%E) de 0.537.

5.7.- LIMITES DE DETECCION Y CUANTIFICACION

Se calculd el limite de deteccion y de cuantificacion, tal y como se
describe en el capitulo 2, resultando un valor de 0.31mg/l y de 1.04 mg/l,

respectivamente.

5.8.- PROCEDIMIENTO RECOMENDADO PARA LA DETERMINACION DE
LA CEFEPIMA

Una vez optimizadas las variables que influyen en las caracteristicas
espectrofotométricas de la cefepima, se propone un nuevo método espectrofotométrico
basado en la medida de la absorbancia a 262 nm para la determinacion de este principio
activo. Se toma una cantidad determinada de disolucion patrén de cefepima para que la
concentracion final se encuentre en el rango 1 - 20 pg ml™, junto con 5 ml de tampon
fosfato pH 2 y agua Milli-Q hasta completar un volumen de 25 ml. Se mide la
absorbancia a 262 nm en una cubeta de cuarzo frente a un blanco preparado en las
mismas condiciones, sin la cefepima. Por comparaciéon con la correspondiente recta de
calibrado obtenida en iguales condiciones, se determina la concentracion de la

cefepima.
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59.-DETERMINACION DEL CONTENIDO DE CEFEPIMA EN
ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS

El método propuesto fue aplicado a la determinacién del contenido de cefepima
en tres especialidades farmacéuticas de Maxipime® 2g, 1g y 500 mg. Para ello, se
disuelve el contenido del vial del farmaco en agua Milli-Q y se determina el contenido
en cefepima aplicando el procedimiento propuesto. Los resultados se encuentran

recogidos en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Resultados de la determinacion

de 1a cefepima en tres especialidades farmacéuticas.

Especialidad | Contenido | Espectrofotometria* HPLC* tde | Contraste
farmacéutica | nominal (mg) (mg) (mg) Student F
Maxipime 0.5 495 496 +2 494 + 1 1.44 4
Maxipime 1.0 951 953+ 6 954+3 0.26 4
Maxipime 2.0 952 955 +5 956+ 3 0.29 2.77

*media * desviacion estandar (n=>5)

Los resultados obtenidos por espectrofotometria se compararon con los
obtenidos por el método cromatografico propuesto por Jehl y colaboradores [138]. Tal y
como se puede comprobar los valores de t son menores que el valor critico, que es de
2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta que no existen diferencias significativas entre el
método propuesto y el de HPLC. También se utilizé el contraste F de dos colas para

comparar la precision, obteniéndose valores inferiores al critico, que es de 39 (P= 0.05).



CAPITULO 6

DETERMINACION DE CEFEPIMA POR CROMATOGRAFIA
LiQUIDA DE ALTA EFICACIA
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En este capitulo se estudian las condiciones necesarias para llevar a cabo la
determinacion por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) de cefepima en suero,

liquido cefalorraquideo y orina de pacientes tratados con este farmaco.

Después de realizar una revision bibliografica [136-152] no se encontré ningun
método cromatografico aplicado a la determinacion de cefepima en muestras de liquido

cefalorraquideo, donde los niveles de farmaco son bajos.

Se desarrolld6 un método cromatografico, usando una fase movil que proporciona
una sensibilidad suficiente para determinar niveles bajos de cefepima en muestras de

fluidos biologicos.

6.1.- OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se estudian diferentes variables, con el fin de optimizar el método, tales como, la
influencia del pH, proporcién de los componentes de la fase movil, concentracion del

tampon en la fase movil y velocidad del flujo.

Se realizé una revision bibliografica sobre la composicion de las fases moviles
utilizadas para otras cefalosporinas [124-133], en las que se usaban distintos disolventes
organicos, como acetonitrilo, metanol y dioxano disueltos en distintos tampones.
Después de ensayarlos con la cefepima, incluso en distintas mezclas, la fase mévil que

mejores resultados proporcionaba era la compuesta por metanol y tampon fosfato.

6.1.1.- OPTIMIZACION DEL pH EN LA FASE MOVIL

Para realizar este estudio, se prepararon disoluciones de tampon fosfato SOmM a tres
valores distintos de pH comprendidos entre 3 y 8.4, usando una fase movil cuya composicion
es metanol:tampdén fosfato (25:75) a una velocidad de fluyjo de 1 ml/min. En estas
condiciones, se inyectaron soluciones de cefepima 10 pug/ml en el sistema cromatografico.
En la Tabla 6.1 se representan los resultados correspondientes a los tiempos de retencion

obtenidos para los distintos valores de pH probados.
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Tabla 6.1.Influencia del pH

de la fase mévil en la retencion de cefepima.

pH tampon fosfato | tg
3 438

45 3.1

7 29
8.4 2.68

Se puede observar que a medida que aumenta el pH de la fase movil

disminuye el tiempo de retencidn, por lo que se decide tomar como pH optimo 7.

6.1.2.- SELECCION DE LA LONGITUD DE ONDA

Tal y como se estudio en el capitulo 5, la cefepima presenta dos maximos a
longitudes de onda de 235 y 256 nm, a un pH de 7. Se elige la longitud de onda de
256 nm para el estudio cromatografico, con el objeto de evitar posibles interferencias
de otros compuestos, en la aplicacion a fluidos bioldgicos. Todas las medidas se realizaron a

temperatura ambiente.

6.1.3.- OPTIMIZACION DE LA PROPORCION ENTRE FASE ORGANICA Y
FASE ACUOSA EN LA FASE MOVIL

Para realizar este estudio, se prepararon fases méviles con distintas proporcion entre
fase organica (metanol) y fase acuosa (tampon fosfato SO mM) a una velocidad de flujo de 1
ml/min. En estas condiciones, se inyectaron soluciones de cefepima 10 pg/ml en el sistema
cromatografico. En la Tabla 6.2 se representan los resultados correspondientes a los tiempos

de retencion obtenidos para las distintas fases méviles ensayadas.
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Tabla 6.2.Influencia de la proporcion entre

fase organica y fase acuosa de la fase moévil.

Fase organica:fase acuosa tr
90:10 no resuelto
50:50 2.11
2575 2.95
10:90 536

Como puede observarse, un aumento en la proporcion de fase acuosa
produce un aumento en el tiempo de retencion, por lo que se decide tomar como

proporcion optima 25:75.
6.1.4.- INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DEL TAMPON

Se estudio la concentracion del tampédn de la fase movil en el rango comprendido
entre 10 y 100 mM, utilizando disoluciones de cefepima 10 ug/ml y a un flujo de 1 ml/min.
En la Tabla 6.3 se representan los resultados correspondientes a los tiempos factores de

retencion obtenidos para las distintas concentraciones probadas.

Tabla 6.3.Influencia de la concentracion del tampoén

de la fase movil en tiempo de retencion de cefepima.

Concentracion tampén
Fosfato (mM) b
10 238
25 2.83
50 2.95
75 238
100 3.04

Se decide elegir 10 mM como concentracion del tampon Optima ya que
proporciona buenos resultados y es capaz de mantener el pH de la fase mévil con

el tiempo.
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6.1.5.- ESTUDIO DEL FLUJO DE LA FASE MOVIL

Con objeto de elegir el flujo de la fase movil mas apropiado para la determinacion de
la cefepima (en distintos fluidos bioldgicos), se ha estudiado como influye €ste en la eficacia
del sistema cromatografico. Para ello, se prepararon disoluciones que contenian cefepima 10

ug/ml y se inyectaron en el sistema, variando el flujo entre 0.5 y 1.25 ml/min.

En la Figura 6.1 se representa el numero de platos tedricos en los diferentes flujos

ensayados.
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Figura 6.1 .Numero de platos tedricos para cada uno de los flujos ensayados.

Como se observa, en el rango de 1 a 1.25 ml/min no existe una variacion sustancial
en el nimero de platos tedricos; sin embargo para un flujo de 0.5 ml/min, este parametro es
elevado. Por otro lado, al aumentar el flujo de la fase mévil disminuye el area del pico y el
tiempo de retencion [171], como puede comprobarse en la Tabla 6.4. Este hecho permite
elegir un flujo de la fase movil mas adecuado en funcion de las situaciones de compromiso
entre la sensibilidad y el tiempo de retencion para cada fluido biologico. Asi, en muestras de
liquido cefalorraquideo donde se encuentran niveles bajos de cefepima, se elige un flujo de
0.5 ml/min donde la sensibilidad es alta aunque el tiempo de retencion sea elevado. Por el

contrario, para muestras de suero y orina donde los niveles de cefepima son mas altos, se
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elige un flujo de 1 ml/min donde el tiempo de retencion es menor aunque la sensibilidad sea

mas baja, pero suficiente para este tipo de muestras.

Tabla 6.4. Influencia del flujo de la fase mévil

en el area de pico y el tiempo de retencion en cefepima 10 mg/l.

Flujo | Area de pico | tg

0.5 392746 5.57

0.75 266673 3.76

1 203232 2.8

1.25 166903 24

6.2.- PROCEDIMIENTO DE VALIDACION DEL METODO
CROMATOGRAFICO

Con el objeto de wvalidar el método cromatografico, se siguieron las
recomendaciones propuestas por la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH)
sobre la validacién de métodos por cromatografia liquida de alta eficacia para el analisis

de productos farmacéuticos [172].

Uno de los muchos factores criticos en el desarrollo de principios activos es
asegurar que los métodos analiticos por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
usados para el analisis de estas sustancias proporcionen datos significativos. Tanto la
Administracion Americana de Productos Alimentarios y Farmacéuticos (FDA) como la
Farmacopea Americana (USP), reconocen la importancia de este criterio, por lo que han
desarrollado por separado en los ultimos afios, diversos requerimientos para los procesos

de validacion, a través de distintas directrices [173-175].

La Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) ha combinado los

requerimientos de validacion de las citadas asociaciones, y ha incluido algunos nuevos,
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con el objetivo de aclarar y reunir todos aquellos requerimientos necesarios para validar

un método analitico por HPLC para la determinacion de los principios activos.

Los métodos de validacion proporcionan la seguridad de que un método analitico
es exacto, especifico, reproducible y robusto en el rango en el que el analito es analizado.
Es un proceso que proporciona una evidencia de que el método es lo que se intentaba
hacer. En la validacion se seleccionan los parametros necesarios y se aceptan criterios para

un determinado método.

El primer paso en el desarrollo de un protocolo de un método de validacion es
determinar el objetivo del propio método, es decir, para qué se va a usar el método, o qué
intenta demostrar. De esta forma el protocolo del método de validacion serd distinto si se
intenta monitorizar a un paciente, determinar la potencia del principio activo, el nivel de
impurezas, o se intenta una evaluacion cualitativa para identificacion. Ademas, y en todos
los casos, hay que tener en cuenta el tipo de muestra donde va a ser aplicado el método y
las interferencias que caben esperarse. También hay que tener en cuenta la exactitud,
precision, sensibilidad y limite de deteccion requerido. Una vez resueltas estas cuestiones
y realizada una evaluacion preliminar, se determina la mejor forma de alcanzar los

objetivos del método de validacion.

La preparacion y ejecucion de un método de validacion puede seguir un

procedimiento de operacion estandar mediante distintos pasos:

1. Reunir un grupo de funciones y asignar responsabilidades individuales.
2. Definir el proposito y ambito del método.

3. Determinar el enfoque de la validacion, el tipo de método y las
caracteristicas analiticas correspondientes.

4. Preparar un procedimiento de operacion estandar de validacion.

5. Fijar el criterio de aceptacion en base a la evolucion del método.

6. Escribir el método de forma provisional.

7. Desarrollar experimentos de prevalidacion.

8. Ajustar los parametros del método y/o aceptar los criterios si es
necesario.

9. Aprobar el procedimiento de operacion estandar para la validacion.
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10. Ejecutar el procedimiento de operacion estandar para la validacion.
11. Preparar el informe de validacion y aprobarlo.
12. Archivar el procedimiento de operacion estandar para la validacion y el

informe.

A continuacion, se relacionan en la Tabla 6.5 los parametros usados por la ICH,

USP y FDA para la validacion de un método.

Tabla 6.5.Parametros de validacion segun ICH, USP y FDA

ICH/USP FDA
Especificidad Especificidad
Exactitud Exactitud
Precision (repetitividad y reproducibilidad) Sensibilidad
Limite de deteccion y cuantificacion Reproducibilidad
Linealidad Recuperaciones
Rango Robustez
Robustez Estabilidad de soluciones
Test de aptitud del sistema

Tanto la USP como la ICH reconocen que no son necesarios evaluar todos los
parametros, ya que indican que, dependiendo del tipo de método y de su uso, se necesita

investigar unos u otros parametros. En la Tabla 6.6 se recoge esta seleccion de parametros.
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Tabla 6.6.Caracteristicas requeridas para un procedimiento de validacion.
USP (Categorias) ICH
2 test de impureza
Parametros
. 1 Test 3 4 | Identificacion Test | Método
analiticos Cuantitativo Cuantitativo
limite limite
Exactitud Si Si * * | No No Si No Si
Precision Si Si No | Si | No No Si No Si
Especificidad | gj Si Si * | Si Si Si Si Si
Limite
g No No St * | s No No Si No
detecciéon
Limite
L No Si No | * |No No St No No
cuantificacion
Linealidad Si Si No | *|No No Si No Si
Rango Si Si * * | No No Si No Si

* Parametros que pueden ser requeridos dependiendo de la naturaleza del test especifico

La USP divide los métodos analiticos en cuatro categorias:

a) Categoria 1 o método para la cuantificacion del componente mayoritario o para la

actividad de los componentes. Se propone no evaluar los limites de deteccion y

cuantificacién ya que normalmente estos componentes se presentan en niveles

altos.

b) Categoria 2 o determinacidon de impurezas o degradacion de productos, que esta

subdividida en 2 subcategorias: cuantitativo y test limite. Si la informaciéon

cuantitativa es deseada no es necesario determinar el limite de deteccion, aunque si

es necesario el limite de cuantificacion. El caso contrario ocurre cuando se va la

realizar un test limite.

¢) Categoria 3 o determinacion de las caracteristicas de preparacion, como por

ejemplo test de disolucion o de liberacion del principio activo.

d) Categoria 4 o de test de identificacion.
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Como puede observarse, la ICH recoge los métodos en tres categorias: método
(similar a categoria 1 de USP), test de impureza (similar a categoria 2 de USP), e

identificacion. La ICH no recoge una categoria semejante a la 3 de USP.

6.2.1.- PREVALIDACION

Un paso previo a la validacion de un método consiste en evaluar aquellos factores

que pueden influir decisivamente en el método, como son:

6.2.1.1.- Cualificacion del equipamiento analitico

Este paso consiste en disefiar, mantener, calibrar y comprobar adecuadamente el
sistema analitico. Comienza con la fabricacion del equipo donde tanto el instrumento
analitico como el software debe ser desarrollado, disefiado y producido de acuerdo con las
Buenas Practicas de Laboratorio, con la Organizacion Internacional de Estandarizacion
(ISO) u otros. Posteriormente se realiza una cualificacion de la instalacion, donde se
establece que el equipo ha sido instalado adecuadamente; una cualificacién operacional,
donde se asegura que los modulos del sistema operan de acuerdo con especificaciones de
exactitud, linealidad y precision, mediante diagndsticos de rutina o test de verificacion,
como por ejemplo exactitud del detector, flujo o precision del inyector; y una cualificacion
de la verificacion, donde se comprueba el correcto funcionamiento del equipo usando una
mezcla de analitos perfectamente caracterizados. Posteriormente, y a lo largo del periodo
de uso, el equipo debe ser calibrado, mantenido y estandarizado de acuerdo a los

procedimientos de mantenimiento suministrado por el fabricante.

En nuestro caso, el sistema cromatografico empleado ha sido testado y validado por
el Departamento de Aseguramiento de Calidad de Instrumentacion, de acuerdo con las
ultimas reglas de calidad y garantia. De igual forma la instalacion ha sido realizada por

personal acreditado. El software usado en el equipo posee la certificacion ISO 9001.
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6.2.1.2.- Estabilidad de las soluciones

Para obtener resultados reproducibles y seguros se debe determinar la estabilidad
de las soluciones, reactivos y fase movil antes de validar el método. Dependiendo de las
necesidades se puede comprobar la estabilidad de las soluciones a lo largo de 24 horas por
comparacidon cuantitativa con respecto a soluciones preparadas recientemente en unas
condiciones definidas de almacenamiento. Se acepta como criterio de estabilidad un
cambio menor o igual a un 2% de las soluciones estandar. En el caso de fases moviles se
acepta cambios menores o iguales al 2% en el factor de capacidad y en la resolucion con
respecto a fase movil preparada recientemente. En el caso de andlisis de impurezas, las
muestras, las soluciones estandar y la fase movil deben ser estables durante 24 horas bajo
condiciones definidas de almacenamiento. En este caso se aceptan variaciones inferiores
al 20% al nivel del limite de cuantificacion del procedimiento con respecto a muestras y

fase moévil recién preparadas.

En nuestro caso se comprobo que las disoluciones acuosas de cefepima de 1000 mg/I,
almacenadas en la oscuridad a 4°C, son estables al menos 2 semanas. Las disoluciones
acuosas de trabajo de cefepima son estables durante al menos 24 horas, y la fase movil al

menos durante 48 horas.

6.2.1.3.- Test de aptitud del sistema

Antes de desarrollar la validacion se ha de establecer que el sistema y el
procedimiento sean capaces de proporcionar datos de cualidad aceptable. Este test se basa
en el concepto de que el equipo, los componentes electronicos, las operaciones analiticas y

las muestras constituyen un sistema considerado como un todo.

El test de aptitud del sistema (system suitability test) permite comprobar si la

resolucion y la repetitividad del sistema es adecuada para los analisis que se van a realizar.

Se obtuvieron para la cefepima unos valores de 0.9 y 1.7 para los factores de

capacidad a los flujos de 1 ml/min y 0.5 ml/min, respectivamente.
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Tal y como se represent6 en la Figura 6.1, donde se muestra la influencia del flujo de
la fase movil sobre el numero de platos tedricos, se comprueba que en todos los casos el

numero de platos tedricos es mayor de 2000.

Se calculo la Resolucion (Rs) del pico de cefepima respecto a otros picos
cromatograficos obtenidos en cada tipo de matriz ensayada; asi se obtuvieron valores de Rs
de 2.003, 2312 y de 2.052 para suero, orina y liquido cefalorraquideo, respectivamente.

Resoluciones iguales o mayores de 1.5-2.0 se aceptan como Optimas.

Para 6 replicas de una disolucion de cefepima de 10 mg/l inyectadas en un mismo
dia, se obtuvo una desviacion estandar en el area de pico del 0.95% y de 0.63% en el tiempo
de retencion, para un flujo de Iml/min. Para un flujo de 0.5 ml/min se obtuvieron
desviaciones de 093% y 0.26% para el area de pico y el tiempo de retencion,

respectivamente.

Los valores calculados para la asimetria del pico de cefepima con flujos de 1 ml/min

y 0.5 ml/min fueron de 1.31 y 1.27, respectivamente.

Se obtuvo un valor de 5.2 para la relacion sefial-ruido a un flujo de 1ml/min, y para

un flujo de 0.5 ml/min el valor obtenido fue 3.7.

La pureza oOptica del pico de cefepima para distintas concentraciones en las
diferentes matrices oscilo entre 97.2 y 99.98%, lo que indica una excelente separacion de la

cefepima respecto a posibles interferencias de las matrices ensayadas.

Los parametros obtenidos indican una buena adecuacion del sistema para el

desarrollo de un posible procedimiento de cefepima en suero, orina y liquido cefalorraquideo.

6.2.2.- VALIDACION

A continuacion se indican los distintos parametros utilizados para llevar a cabo la

validacion del método cromatografico que se propone.
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6.2.2.1.- Exactitud

De acuerdo con las recomendaciones de la ICH se realizaron nueve determinaciones
correspondientes al andlisis por triplicado de muestras dopadas a tres niveles de
concentracion (10, 50 y 150 mg/l) en suero, orina y liquido cefalorraquideo. Tras realizar una
revision bibliografica sobre los métodos de extraccion de la cefepima en suero [136-138,
140, 142, 144-145, 148], se decidi6 tratar las muestras como se indica en el Esquema 6.1, que
es una adaptacion del método propuesto por Elkhaili, H. [138] y que proporciona los mejores
resultados. Las muestras, una vez extraidas, son microfiltradas antes de ser inyectadas en la
columna. Las muestras de orina y liquido cefalorraquideo no necesitaron tratamiento previo a
ser inyectadas, a excepcion de la microfiltracion. En la Tabla 6.7 se recogen los resultados
obtenidos, donde se observa que la recuperacion media esta comprendida entre el 98.5 y el
102%, lo que de acuerdo con las directrices de la FDA (variaciones inferiores al 2%), indica

una exactitud adecuada.
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0,5 ml suero + 0,5 ml acetonitrilo
i
Agitacion mecanica
5 min
i
Centrifugacion
10 min, 5000 g
!
Al sobrenadante se le afiade
3,2 ml de diclorometano
!
Agitacion mecanica
5 min
!
Centrifugacion
10 min, 5000 g
i
20 pL de la capa acuosa
superior se microfiltra (0.45 pm) y

se inyecta en la columna

Esquema 6. 1.Proceso de extraccion de la cefepima en muestras de suero.

Tabla 6.7. Porcentaje de recuperacion

de la cefepima en suero, orina y liquido cefalorraquideo.

Matriz
Nivel (ug/ml)
Suero” Orina® LCR?
10 98.5+£0.2 | 100.120.2 [ 99.1+0.6
50 101.9+03 | 98.9+0.5 | 99.8+0.3
150 99.6+0.7 [101.2£0.2| ---°

* media  s,.; (n=3)
® fuera del rango lineal
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6.2.2.2.- Precision

El estudio de la precision se llevo a cabo midiendo 10 muestras de cefepima de 10
mg/l en los distintos fluidos biologicos. Los resultados de las desviaciones estandar relativas
fueron de 1.3, 1.2 y 0.9 % para suero, orina y liquido cefalorraquideo, respectivamente. El
estudio para un periodo de 10 dias, mostro desviaciones estandar relativas de 1.4, 1.3 y 1.1

%, respectivamente.

6.2.2.3.- Linealidad

La linealidad del método propuesto fue determinada usando triplicados a 7 niveles
diferentes de concentracion. Las rectas de calibrado fueron obtenidas por regresion lineal de
las areas de pico frente a las respectivas concentraciones, siendo lineales en un rango de
concentracion de hasta 200 mg/1 para un flujo de 1 ml/min y de 50 mg/1 para un flujo de 0.5

ml/min. Los datos obtenidos se recogen en la Tabla 6.8.

Tabla 6.8. Parametros de la recta de calibrado para un flujo de 1 ml/min y 0.5 ml/min

Flujo Ordenz‘lda en el Pendiente . DesYlac10n
origen estindar
0.5 ml/min 0.0066+0.0009 0.0399+0.0002 0.9998 0.0135
1 ml/min 0.0049+0.0006 0.0200+0.0001 0.9997 0.0036

En la Figura 6.2 se representan los cromatogramas de cefepima a los flujos

anteriormente mencionados, donde se observa que el tiempo de retencion para la
cefepima es de 2.8 min, para un flujo de 1 ml/min y de 5.6 min para un flujo de 0.5

ml/min.
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Figura 6.2. Cromatogramas de cefepima en agua:
(A)100 pg/ml (flujo de 1 ml/min), (B) 25 pg/ml (flujo 0.5 ml/min).
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6.2.2.4.- Limites de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccion se calculd como se indico en el capitulo 2, obteniéndose

valores de 0.1mg/l y 0.08 mg/l para un flujo de 1ml/min y 0.5 ml/min, respectivamente.

En el caso del limite de cuantificacion se obtuvieron valores de 0.3 mg/l y 0.24 mg/1

para un flujo de Iml/min y 0.5 ml/min, respectivamente.

6.2.2.5.- Especificidad

La cefepima puede ser administrada conjuntamente con otros principios activos en la
terapia antibiotica. Por ello, se realiz6 un estudio de interferencia con estos principios activos
y con otros con los que se suele comparar. En la Tabla 6.9 se muestran los resultados
obtenidos; puede apreciarse la excelente especificidad del método, donde sélo un

principio activo de los ensayados interfiere en la determinacion.
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Tabla 6.9. Especificidad del método

Farmaco tr Farmaco tr
Ac. acetilsalicilico ND Metilprednisolona ND
Amicacina ND Metoclopramida ND
Amoxicilina/Ac.
Clavalénico ND Midazolam ND
Aztreonam® 2.27 Metamizol® 6.53
Cafeina ND Morfina ND
Cefotaxima® 5.17 Moxifloxacino ND
Cefoxitina® 6.96 Nitroglicerina ND
Cefpiroma® 3.89 Omeprazol ND
Ceftazidima® 232 Paracetamol ND
Ceftriazona” 2.59 Penicilina G ND
Ciprofloxacino ND Propofol ND
Diclofenaco ND Rifampicina ND
Fenitoina ND Sulbactam ND
Furosemida ND Teicoplanina ND
Gatifloxacino ND Teofilina® 6.00
Gentamicina ND Ticarcilina ND
Grepafloxacino ND Tobramicina ND
Haloperidol ND Tramadol ND
Imipenem* 2.11 Trovafloxacina ND
Ketoprofeno ND Vancomicina ND
Levofloxacino ND

ND = no detectado
? detectado pero no interfiere
® detectado pero interfiere

6.2.2.6.- Robustez

Segun las directrices de la ICH, la robustez debe ser uno de los primeros parametros a
considerar en el desarrollo de un método analitico, ya que si los resultados son susceptibles
ante variaciones de los parametros analiticos propuestos, se han de tomar las precauciones

adecuadas para que leves variaciones no afecten a los resultados finales.
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De esta forma, se observo que variaciones del pH de + 1.5 unidades producian

variaciones de solo un 2% en la sefial analitica de la cefepima.

Por otro lado la concentracion del tampon fosfato usado en la fase movil fue
estudiada en un rango entre 10 mM y 100 mM, observandose variaciones de + 1.2% en la

sefial, en el rango indicado.

En el caso de variaciones del flujo de la fase mévil se han observado grandes
cambios al modificar este parametro. Asi, y con respecto a un flujo de 1ml/min, si se cambia
el flujo a 0.75 ml/min la sefial analitica se incrementa en un 31%, mientras que si se cambia
el flujo a 0.5 ml/min la sefial aumenta en un 100%. Por otro lado, si se cambia el flujo a

1.250 ml/min, la sefial decrece en un 18%.

6.3.- PROCEDIMIENTO PROPUESTO PARA LA DETERMINACION DE
CEFEPIMA

Se propone un procedimiento para la determinacion de la cefepima que consiste
en el uso de una fase moévil compuesta por metanol:tampon fosfato a pH 7 en la
proporcion 25:75, en modo isocratico. La fase movil se microfiltra a través de una
membrana de nylon de 0.47 um, se desgasifica con helio o por ultrasonido, y se bombea
con un flujo de 1ml/min, en el caso de muestras de suero y orina, o de 0.5 ml/min en el
caso de liquido cefalorraquideo. Las medidas se realizan a una longitud de onda fijada de

256 nm.

Para el analisis de muestras de orina y liquido cefalorraquideo se procede solo a
una microfiltracion de la muestra a través de una membrana de nylon de 0.47 um. Para
el analisis de muestras de suero, se uso el procedimiento de extraccion que se describe
en el apartado de validacion, con el que se consiguen recuperaciones practicamente del

100%.
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6.4.- DETERMINACION DE CEFEPIMA EN FLUIDOS BIOLOGICOS

El método propuesto se aplica a la determinacion de cefepima en suero, orina y
liquido cefalorraquideo.
6.4.1.- DETERMINACION DE CEFEPIMA EN SUERO

Como se indico anteriormente las muestras de suero fueron tratadas segun el
esquema 6.1 para la extraccion de la cefepima, y posteriormente microfiltradas a través

de filtros de nylon de 0.45 pm antes de ser inyectadas en el sistema cromatografico.

Se estudi6 la estabilidad de cefepima en suero conservado a - 80°C y a — 20°C.

En las Figuras 6.3 y 6.4 se representan el estudio de estabilidad de cefepima en suero

almacenado a las dos temperaturas mencionadas durante un periodo de tres meses.

Area (10%)
o

0 25

50 75 100
Tiempo (dias)

Figura 6.3. Estabilidad de cefepima en suero almacenado a -80°C.
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Figura 6.4. Estabilidad de cefepima en suero almacenado a -20°C.

Los resultados obtenidos en muestras de suero correspondientes a pacientes
tratados con cefepima, descritos en la presente memoria (pag. 212), a distintos tiempos

de toma de muestra dentro del periodo de dosificacion, se muestran en la Tablas 6.10 y
6.11.
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Tabla 6.10. Concentraciones en suero de los pacientes 1, 2, 3,4, 5y 6.

Cefepima (mg/l)*en suero (Pacientes)
Tiempo (h) 1 2 3 4 3 6
Antes
76+£06 | 6906 | 45+08 | 1.7+£07 | 25+0.1 17.1+£04
administracion
0.5 107+£58 | 709+1.0 | 559+1.1 | 28809 | 43+04 799+0.6
1 73.5+40 | 447£12 | 338+£1.0 | 226+1.1 | 27.7+05 | 573£1.1
2 476+22 | 281+07 | 21405 | 153+£0.7|15.9+£001 | 48+1.0
3 305411 | 185+1.1 16208 | 93+08 | 104+006 |41.1£ 0.1
4 251+15 | 105+08 | 127207 | 71+05 | 53+025 | 372403
5 -t 81+£03 | 104+03 -t _a _a
6 147+01 | 48+12 | 7709 | 43£09 | 25+001 | 29104
7 ---° 27+£02 | 72£03 -t _a _a
8 119+£03 | 23+£09 | 65+09 | 29+04 ---° 21+£04

* mediats,; (n=3)

® muestras no suministradas
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Tabla 6.11. Concentraciones en suero de los pacientes 7, 8, 9, 10, 11y 12.
Cefepima (mg/1)* en suero (Pacientes)
Tiempo (h) 7 8 9 10 11 12
Antes administracion | 1.2+0.04 | 1.3+£0.01 | 1.3+£0.04 23+0.1 162+07 | 63+0.5
0.5 655+04 | 691+£13 | 116706 | 78+£26 116 8+1.8 | 103.8+2
1 305403 | 35403 | 41.1£02 | 422+£13 | 452+£16 | 652+£22
1.5 -7 -7 ---° 291+1 39+0.6 ---°
2 183+05 | 24605 | 29704 ---° ---° 468+1.6
2.5 ---° ---° ---° 16£0.5 | 3469+£09 -
3 83+0.1 ---° 189+0.7 ---° ---° 293+04
35 ---° ---° ---° 103+021 | 269+0.8 -
4 43+£03 | 164+07 | 11.6+05 ---° ---° 229+05
45 ---° ---° ---° 77+£02 189+0.7
5 ---° ---° 71+0.5 ---° ---° 162+03
55 - - -t 6+0.1 16+0.2 --*
6 24£0.1 7+02 43+0.1 ---° ---° 11.2+03
7 ---° ---° 215+0.1 -t -t -t
7.5 ---° ---° ---° 39+0.1 13.5+£03 -t
8 0.6£0.02 | 24+0.1 ---° ---° ---° 6.7+£0.3

* mediats,; (n=3)

# muestras no suministradas

Se compararon los resultados obtenidos con otros métodos cromatograficos

propuestos por otros autores [136, 142] y se recogen en la Tabla 6.12.



Capitulo 6

197

Tabla 6.12. Comparacion con otros métodos en muestras de suero.

Método Meétodo referencia bibliografica | Método referencia bibliografica
propuesto 142 136
. (mg/1 mg/l tde Contraste mg/l tde Contraste
Paciente .
cefepima)* | cefepima* | Student F cefepima* | Student F
7 65.5+045 | 647+£0.8 1.69 32 66.1+1.1 0.85 6.05
8 69.1+13 | 70.1+£15 0.55 1.33 70.6+1.6 0.98 1.51

*mediats,.; (n=3)

Tal y como se puede comprobar los valores de t son menores que el valor critico
de t, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta que no existen diferencias
significativas entre el método propuesto y los otros ensayados. También se utilizd el
contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose valores inferiores al

critico, que es de 39 (P =0.05).

6.4.2.-DETERMINACION DE CEFEPIMA EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Como se ha indicado, las muestras de liquido cefalorraquideo no necesitan
tratamiento previo a su determinacion, solo ser microfiltradas a través de filtros de nylon
de 0.45 pm antes de ser inyectadas en el sistema cromatografico.

Los resultados obtenidos en muestras de liquido cefalorraquideo
correspondientes a pacientes tratados con cefepima, descritos en la presente memoria
(pag. 212), a distintos tiempos de toma de muestra dentro del periodo de dosificacion, se

muestran en la Tabla 6.13.
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Tabla 6.13. Concentraciones en liquido cefalorraquideo de los pacientes 1, 2, 3, 4, y 10.

Cefepima (mg/l)*en liquido cefalorraquideo (Pacientes)
Tiempo (h) 1 2
Antes administracion 125+04 18+03
0.5 11.9+0.2 20+£02
1 143+0.1 74+£038
2 158+05 6.4+£02
3 155+0.1 59+£05
4 15.0£0.1 55+£07
3 — 42+08
6 13.6+03 35+£038
7 — 26+04
8 13+04 21+£02

*mediats,.; (n=3)

Se compararon los resultados obtenidos con otros métodos cromatograficos

propuestos por otros autores [136, 142] y se recogen en la Tabla 6.14.

Tabla 6.14. Comparacion con otros métodos en muestras de LCR.

Método | Meétodo referencia bibliografica Meétodo referencia bibliografica
. Propuesto 142 136
Paciente
(mg/l mg/l tde Contraste ppm tde Contraste
cefepima)*| cefepima* | Student F cefepima* | Student F
1 158+05 | 148+0.6 1.58 1.44 15+£0.3 1.7 277
2 6.4+£02 6+09 0.54 20.25 58+04 1.66 4

*mediats,.; (n=3)
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Tal y como se puede comprobar los valores de t son menores que el valor critico
de t, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta que no existen diferencias
significativas entre el método propuesto y los otros ensayados. También se utilizd el
contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose valores inferiores al

critico, que es de 39 (P =0.05).

6.4.3.- DETERMINACION DE CEFEPIMA EN ORINA

Como se ha indicado, las muestras de orina solo necesitaron ser microfiltradas a
través de filtros de nylon de 0.45 pum antes de ser inyectadas en el sistema

cromatografico.
En la Tabla 6.15 se muestran los resultados obtenidos en muestras de orina

correspondientes a pacientes tratados con cefepima, descritos en la presente memoria

(pag. 212), a distintos tiempos de toma de muestra.

Tabla 6.15. Concentraciones en orina de los pacientes 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12.

Cefepima (mg/l)*en orina (Pacientes)
Tiempo (h) 3 6 7 3 9 10 T 12
Antes 1060+ 699.1+
S — | 250.540.1 | 349.240.8 10420.6 | 3587.842.1
administracion 1.8 1.2
posterior 1112+ | 69.2+ 14043+ | 355.6+ | 14594+ | 1193.1+
... 13000£1.8 270.7+2
administracion 0.9 0.8 1.1 0.7 1.9 1.8

*mediats,.; (n=3)

Se compararon los resultados obtenidos con otros métodos cromatograficos

propuestos por otros autores [136, 142] y se recogen en la Tabla 6.16.
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Tabla 6.16. Comparacion con otros métodos en muestras de orina.

Método Meétodo referencia bibliografica | Método referencia bibliografica
propuesto 142 136
Paciente (mg/1 mg/1 tde Contraste ppm tde Contraste
cefepima)* | cefepima* | Student F cefepima* | Student F
8 250.5+£0.14 | 251+0.24 227 29 250.7£0.14 | 1.25 1
12 1193.1+1.8 | 1190.5+2.3 1.11 1.63 11942431 037 2.96

* mediats,; (n=3)

Tal y como se puede comprobar los valores de t son menores que el valor critico
de t, que es de 2.78 (P = 0.05), por lo que se acepta que no existen diferencias
significativas entre el método propuesto y los otros ensayados. También se utilizd el
contraste F de dos colas para comparar la precision, obteniéndose valores inferiores al

critico, que es de 39 (P =0.05).

6.5.- COMPARACION DEL METODO PROPUESTO CON OTROS EXISTENTES

Después de realizar una revision bibliografica de otros métodos por cromatografia
liquida de alta eficacia donde se determina cefepima en distintos fluidos bioldgicos, se
procedid a comparar estos métodos con el propuesto. De esta comparacion se obtiene la
conclusion de que el método propuesto en esta memoria es mas sensible que los
encontrados en bibliografia. En la Tabla 6.17 se muestra la comparativa entre los distintos
métodos cromatograficos, donde se puede observar que el método propuesto proporciona
unos de los valores mas bajos en tiempo de retencion con un flujo de 1ml/min, y el que
presenta mejores valores de limites de deteccion y cuantificacion; siendo asi, un método

apropiado para la determinacion de la cefepima por cromatografia liquida de alta eficacia.
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En el marco de colaboracion entre el Departamento de Quimica Analitica de la
Universidad de Sevilla y el Hospital Universitario Virgen del Rocio de Sevilla, se
estudian muestras de plasma, de liquido cefalorraquideo (LCR) y de orina de pacientes
ingresados en la unidad de cuidados intensivos (UCI) y en el area de infecciosos, a los
que se les administré cefepima. Estas muestras fueron analizadas para determinar la
concentracion del citado farmaco, tal y como se ha descrito en el capitulo 6. Con los
datos obtenidos, y realizando un estudio farmacocinético y farmacodinamico, se

obtuvieron algunas conclusiones clinicas, que son objeto del presente estudio.

A.1.- INTRODUCCION

Segun los estudios de prevalencia Europeos de infeccion en UCIL, el 20.6% de
los pacientes ingresados padecen una infeccion nosocomial, cuyos cuadros infecciosos
mas frecuentes por orden de frecuencia son: neumonia (47%), infeccidén del tracto

respiratorio inferior (17.6%) y bacteriemia (12%) [176].

La incidencia de la neumonia nosocomial es distinta segun se trate de una unidad
con pacientes quirurgicos y/o traumaticos, que una unidad médica o coronaria. Asi, las
tasas de infeccion mas elevadas se encuentran en las primeras siendo la segunda causa
de muerte en pacientes que sobreviven inicialmente a un trauma. La incidencia de
neumonia nosocomial en pacientes traumatizados severamente enfermos varia desde un

4 hasta un 87% y la mortalidad varia entre un 6 y un 59%.

Las infecciones nosocomiales representan una complicacion comin en pacientes
criticamente enfermos, sobre todo en los que requieren ventilacion mecanica. Las
alteraciones en las defensas fisiologicas y anatémicas en pacientes con traumas severos
predisponen al desarrollo de neumonia. Los factores que favorecen las infecciones
bacterianas en estos pacientes son: colonizacion de vias adreas superiores, lesiones
traumaticas que requieren cirugia, el trauma “per se” induce una alteracion de las
barreras anatomicas normales, el tratamiento con barbitiricos o sedantes en pacientes
con edema cerebral, que inducen un efecto inmunodepresivo, asi como la pérdida

masiva de sangre, que produce una pérdida de proteinas inmunoprotectoras.
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Los esfuerzos deben ir encaminados a realizar un adecuado diagndstico
microbiologico ya que los diagnosticos inadecuados o imprecisos conducen a aplicar

tratamientos de amplio espectro, muy costosos o potencialmente toxicos.

El antibiotico empirico de eleccion debe cumplir una serie de requisitos:
espectro antibacteriano eficaz frente a los posibles patdgenos a cubrir, efecto sinérgico
con otros antimicrobianos, administracion por via intravenosa, resistencia a la hidrolisis
de las betalactamasas, baja induccion de las mismas, buena penetracién en tejido
pulmonar, escasa toxicidad y efectos secundarios, escasa accion sobre la flora intestinal,
y una concentracion plasmatica superior a la CMlyy de la mayoria de los patdgenos

implicados.

Cefepima es un antibidtico que cumple todos estos requisitos, siendo una buena

eleccion para el tratamiento de neumonias nosocomiales en UCL

A.2.-DISENO DEL ESTUDIO DE CEFEPIMA EN PACIENTES
HOSPITALIZADOS

A continuacidn se hace referencia al disefio del estudio de cefepima en muestras

biologicas.

A.2.1.- POBLACION

Se eligen pacientes mayores de 18 afios ingresados en UCI de Traumatologia por
haber sufrido un traumatismo grave y que desarrollan durante el ingreso hospitalario
criterios diagnosticos de neumonia nosocomial, y pacientes ingresados en area de
infecciosos que desarrollan neumonia nosocomial y meningitis postquirurgica. De todos
los pacientes se obtiene su consentimiento informado antes de la extraccion de las

muestras.

Se excluyen del estudio a pacientes con hipersensibilidad a cefalosporinas y

embarazadas o en periodo de lactancia.
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A.2.2.- TRATAMIENTO

Las dosis de cefepima administrada a cada paciente son de 1 6 2g cada 8 horas,

segun criterio clinico.

La duracion del tratamiento es de 5 dias como minimo y se mantiene hasta que

el paciente se mantenga afebril durante al menos 48 horas.

A.2.3.- CRITERIOS DE INTERRUPCION

Los criterios que se utilizaron para la interrupcion del tratamiento son:

- Fin del tratamiento
- Intolerancia o efectos adversos
- Microorganismos resistentes a la cefepima

- Ausencia de mejoria clinica

A.2.4- METODOLOGIA

Se tomaron muestras de sangre y liquido cefalorraquideo correspondientes a
tiempo O (inmediatamente antes de la administracidn de la dosis), 30 minutos, 1, 2, 3, 4,
S, 6 y 7 horas posteriores a la administracion de la dosis. Las muestras de orina se

recogieron al comienzo y al final de la administracion de la dosis.

Normas para extraer las muestras

1. Extraer sangre al paciente en tubos con anticoagulante. El anticoagulante
sera EDTA (vacutainer con tapon violeta) o ACD (vacutainer con tapon
amarillo).

2. Se extraerd un tubo de 10 ml para obtener plasma en suficiente cantidad que
permita hacer alicuotas.

3. Una vez obtenidas las muestras se centrifuragan a 200g durante 15 minutos a

temperatura ambiente. Si el paso 4 no se puede realizar, se pasa al punto 5.
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4. No es imprescindible pero seria conveniente separar el plasma en otro tubo
con cuidado de no arrastrar la capa roja y centrifugar de nuevo a 800-1000 g
durante 15 minutos mas para eliminar completamente las plaquetas y los
detritus celulares.

5. Se afiade el plasma en tubos Eppendorf de 1,5 ml. Es conveniente realizar al
menos 2 alicuotas de cada muestra y en cada una de ellas se debe recoger al
menos 0.5 ml

6. Los tubos deben ser identificados con las iniciales del paciente, la fecha de
extraccion y el nimero de extraccion que corresponde.

7. Se procedera a la congelacion de las muestras que se realizara a -80°C.

8. El tiempo méximo transcurrido desde la extraccion de la muestra hasta la
congelacion del plasma deberé ser como maximo de 6 horas.

9. Una vez obtenidas las muestras se enviaran en las condiciones adecuadas al
centro donde se realizaran las determinaciones.

10. El transporte de las muestras debe realizarse a -20°C con hielo seco o con
acumuladores de frio en recipientes adecuados (caja-nevera o caja de
poliespan).

11. Se extraen LCR de la valvula de derivacion, y se mantendran congeladas a

-80°C hasta su procesamiento al igual que las de orina.

Antes del analisis por cromatografia liquida de alta eficacia, las muestras fueron
descongeladas a temperatura ambiente. Las muestras fueron tratadas para su

determinacion tal y como se indico en el capitulo 6.

A.3.- ANALISIS FARMACOCINETIO Y FARMACODINAMICO.

Cuando se inicia un tratamiento antimicrobiano en pacientes multitraumatizados,
hay que tener en cuenta ciertas caracteristicas farmacocinéticas. El volumen de
distribuciéon y el aclaramiento de algunos farmacos como por ejemplo los
amninoglucosidos es mas alto por lo que puede ser complicado el alcanzar adecuados
niveles de los antimicrobianos en el plasma. Hay ocasiones en las que un tratamiento

antimicrobiano correcto segun el microorganismo aislado no resulta eficaz en pacientes
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traumatizados severos. Este fracaso terapéutico puede ser debido a una alteracion en la

distribucion y concentracion del farmaco en estos pacientes.

Las caracteristicas propias de los pacientes con traumas severos pueden influir
de manera diferente en la distribucion de antimicrobianos pero no hay datos publicados

suficientes que apoyen o rebatan esta posibilidad.

La determinacion de las concentraciones plasmaticas de cefepima y su
correlaciéon con la evolucion clinica en pacientes subsidiarios del empleo de esta
cefalosporina, se encuentra estrechamente correlacionada con varios parametros. Asi a
la hora de poder establecer los niveles plasmaticos reales, es necesario disponer de
ciertos datos disefiado para el estudio clinico (funcion hepatica y renal, niveles de
proteinas,...). Asi mismo es fundamental indicar si existe un tratamiento concomitante
para poder valorar las interacciones farmacocinéticas que pudieran dar lugar a
variaciones en los niveles plasmaticos del farmaco objetivo del estudio. Por ello se debe
indicar en el informe de recogida de datos clinicos el farmaco utilizado, la dosis y la

pauta de administracion.

La cefepima puede ser asi mismo, una alternativa posible para el tratamiento
empirico de infecciones del sistema nervioso central (SNC). La documentaciéon
existente sobre la farmacocinética de cefepima en LCR es muy limitada [102, 177-179],
por lo que se realizara un subestudio en LCR, utilizando para ello muestras de los
pacientes incluidos en el estudio previo y que sean portadores de una valvula de
derivacion como consecuencia de la existencia de una patologia no infecciosa. La
existencia de la valvula permite la extraccion de LCR sin la realizacién de maniobras

que sean traumaticas para el paciente.

Los datos obtenidos en las curvas de niveles plasmaticos se ajustaron a un
modelo farmacocinético compartimental [180], cuyas ecuaciones utilizadas para el
calculo de los parametros farmacocinéticos se encuentran recogidos en la Tabla

A1[181].
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Tabla A.1. Ecuaciones utilizadas en ¢l calculo de los parametros farmacocinéticos.

PARAMETROS

MODELO COMPARTIMENTAL

MONOCOMPARTIMENTAL

BICOMPARTIMENTAL

Ecuacion
representativa del
modelo
Semivida biologica
Volumen de
distribucién
Aclaramiento
plasmatico
Area bajo la curva
(método de los
trapezoides)
Concentracion
plasmatica a tiempo
0
Microconstante de
distribucion ko,
Microconstante de
distribucion k,
Microconstante de

distribucion kg

log C= 'kel/2303 t+ IOg Co

t12 =1In 2/ky
Vd =D/C,
Cl,=Vdkqy

AUC? = AUC! + AUC? =

:Zl AICZ—I +Cz +Cl/kel
0 2

C=A,e“+Bye™

t1/2 =In 2/B . t(xl/Z =In 2/0,

Vd =Ve +Vp =Ve[L +(k, 1k, )]

Cl, = Ve ky

AUC? = AUC! + AUC? =

— Z; (In =1, )(2Cz—1 +C)z +Cz/:8

Co=A¢t+Bg
ka1 = (Boa)H(AoB)/Co

ki>=at B-(kat ka)

ka =0 B Co/(Boa)+(Ao)

donde o y P se denominan macroconstantes

respectivamente, y D es la dosis.

rapida y lenta de disposicion,

Como consecuencia de que los antibioticos tienen una actividad bactericida

tiempo dependiente y carecen de efecto postantibiotico prolongado [182], la

herramienta fundamental para un adecuado tratamiento es mantener una concentracion

del antibidtico en plasma o en el lugar de la infeccion superior a la concentracion

minima inhibitoria (CMI) del microorganismo causal durante la mayor parte del

intervalo de dosificacion.
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Por ello se considera de interés analizar en este estudio, parametros
farmacodinamicos. De los pardmetros comunmente mas utilizados, los mas importantes

son [182,183]:

v teupraCMI 0 tiempo en que el antimicrobiano esta por encima de la CMI
(se expresa como porcentaje del periodo de dosificacion), y para ello es
preciso conocer la CMI para la cefepima siempre que se haya aislado
algiin patogeno y que este aislamiento esté directamente relacionado con

la infeccion.

v’ la relacion Cus/CMI o cociente inhibitorio, que es la relacion entre la
concentracion plasmatica y el valor de la CMI. Numerosos estudios han
confirmado que este indice es un importante predictor del resultado
terapéutico. Ademas se ha comprobado que valores elevados de este
indice evitan la seleccion de cepas resistentes y aumentan el efecto

postantibidtico.

Una vez calculado el tiempo de permanencia de las concentracion del farmaco
por encima de la CMI, en el estudio farmacodindmico, se considerara que la cefepima,
al igual que el resto de las cefalosporinas, tiene una buena actividad si el tiempo de
permanencia de la concentracion del farmaco por encima de 4.3 veces la CMI es
superior al 70% del periodo interdosis para bacterias Gram negativas y Streptyococcus
sp. Y superior al 40% para Staphylococcus sp. [184-186]. En el caso de meningitis, el

criterio establecido es que las concentraciones en LCR sean superiores al 90% [187].

A continuacién se detallaran los estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos

correspondientes a cada paciente incluido en el presente estudio.
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PACIENTE 1
> DATOS CLINICOS

Edad: 69 Peso: 70 Altura: 1.65 Sexo: hembra
Diagnostico: carcinoma y meningitis posquirurgica

Dosis administrada: 2gramos cada 8 horas

Otros tratamientos: ninguno

Traumatismo: quirdrgico

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente : ninguno

»> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS Y EN LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO
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!
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Figura 4.1. Curva de niveles plasmaticos del paciente 1.
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Figura 4.2. Curva de niveles en liquido cefalorraquideo de cefepima en ¢l paciente 1.

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO

1000
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10 1

Concentracion (mg/1)
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Figura 4.3. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 1.



Anexo 214

C=105,1¢""°"+27,72 *'*"
Co=132.82mg/l  «=0.716h"

B=0.105h" ka1 =0.232h"
Kq=0.323h" k12 = 0.266
AUC",=418 mgh 1’

t1n=6.6h te12=0.96 h
Vd=32301

Cl=42861/h

Cmix/CMI = 1337 touprsCMI=100%

PACIENTE 2

> DATOS CLINICOS

Edad: 63 Peso: 90 Altura: 1.65 Sexo: hembra
Diagnostico: hematoma en cerebelo con hidrocefalia obstructiva y meningitis
posquirurgica

Dosis administrada: 2 gramos cada 8 horas

Otros tratamientos : sintrom

Otras: HTA, obesidad.

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente : ninguno



Anexo 215

» CURVA DE NIVELES PLAMATICOS Y EN LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO
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Figura 4.4. Curva de niveles plasmaticos del paciente 2
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Figura 4.5. Curva de niveles en liquido cefalorraquideo de cefepima en ¢l paciente 2
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» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO

100

10 1

Concentracion (mg/1)

Figura 4.6. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 2.

C=74388 ¢! +13.43

Co=88.31 mg/l 0=0.0678
B=0.192 ka1 = 0.265

ke =0.489 h! k12 =0.166
AUC",=183.7mghl”’

t1n=3.6h tan=1.02h
Vd=3251 Cl,=11.051/h

Crnax/CMI=8.86

taupra CMI=62.5%

4

Tiempo (h)
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PACIENTE 3

> DATOS CLINICOS
Edad: 63 Peso: 70 Altura: 1.7  Sexo: varon
Diagnostico: bronquitis cronica muy severa
Dosis administrada: 1g cada 8 horas
Otros tratamientos: seguril, furosemida, omeprazol, teofilina

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente : ninguno

» CURVA DE NIVELES PLAMATICOS Y EN  LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO
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Figura 4.7. Curva de niveles plasmaticos del paciente 3.

NO DETECTADO NIVELES DE CEFEPIMA EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
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» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO

100

Concentracion (mg/1)

Figura 4.8. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 3.

C=46,26 "% +12,5 !
Co = 58.76 mg/I 0=00636h"

B=0.083h" ka1 =0.2h
Kq=0.263 h' ki =0.256h’
AUC”",=233.08 mgh1’
ti1n=8.35h te2=1.09h
Vd=38.781 Cl=4.471/h

Coi/CMI = 6.98  tupra CMI = 75%

Tiempo (h)

10
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PACIENTE 4

> DATOS CLINICOS
Edad: 64 Peso: 60 Altura: 1.55  Sexo: hembra
Diagnostico: neumonia nosocomial no grave
Dosis administrada: 1 g cada 8 horas
Otros tratamientos: omeprazol y metamizol
Traumatismo: craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: 105 ml/hora (2.5 1/24

horas)

> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.9. Curva de niveles plasmaticos del paciente 4.

NO DETECTADO NIVELES DE CEFEPIMA EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO




Anexo 220

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO

100
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Concentraciéon (mg/1)

0 2 4 6 8 10
Tiempo (h)

Figura A.10. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en ¢l paciente 4.

C=32.04¢""""  ky=0351h"
Co = 32.04 mg/l AUC",=95.67 mghl’

t1n=197h Vd=31.211 Cl, = 10.95 /h
Cinix/CMI = 4 taupraCMI = 42.5%
PACIENTE 5

> DATOS CLINICOS
Edad: 20 Peso: 75 Altura: 1.7  Sexo: varon
Diagnostico: neumonia nosocomial
Dosis administrada: 2 g cada 8 horas
Otros tratamientos: midazolam, amicacina y metamizol
Traumatismo: craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: 204 ml/hora (4.9 1/24

horas)
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.11. Curva de niveles plasmaticos del paciente 5.
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Figura 4.12. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 5.
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C=47.95¢""" ka=0.51h"

Co=47.95 mg/l AUC”,=100.24 mgh1’

tiz=135h Vd=41.711 Cl,=21.271/h
Concentracion en orina al final del periodo de dosificacion =3 g/l

Coi/CMI =537 toupraCMI = 43.75%

PACIENTE 6

» DATOS CLINICOS
Edad: 37 Peso: 70 Altura: 1.7 Sexo: varon
Diagnostico: neumonia precoz

Dosis administrada: 2 g cada 8 horas

Otros tratamientos: midazolam, vancomicina, furosemida, cloruro morfico y omeprazol

Traumatismo: Craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: 260 ml/h (6.3 1/24 horas)

> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.13.. Curva de niveles plasmaticos del paciente 6.
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» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)

Figura 4. 14. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 6.

C=7156e""""  kg=0.157h"

Co=71.56 mg/l AUC”=464.66 mgh 1"’
tiz=441h Vd=27941 Cl,=4.38 1/h
Concentracion en orina al comienzo = 1.06 g/l
Concentracion en orina al final = 1.11 g/l

Crnix/CMI = 10 toupraCMI = 100%

PACIENTE 7

> DATOS CLINICOS
Edad: 24 Peso: 65 Altura: 1.7  Sexo: varon
Diagnostico: Traumatismo craneal grave y neumonia nosocomial
Dosis administrada: 2 g cada 8 horas
Otros tratamientos: vancomicina, metamizol y propofol
Traumatismo: craneal
Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: 180 ml/hora (4.3 1/24

horas)
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.15. Curva de niveles plasmaticos del paciente 7.

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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Figura A.16. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 7.
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C=59.19¢"""  ky=0572h"
Co=159.19 mg/l AUC”=130.48 mg h 1’
tiz=121h

Vd=33.791 Cl,=19.321/h
Concentracion en orina al comienzo < L.D.
Concentracion en orina al final = 69.2 mg/l

Crnix/CMI = 8.2 taupraCMI = 37.5%

PACIENTE 8

> DATOS CLINICOS
Edad: 35 Peso: 75 Altura: 1.75  Sexo: varon
Diagnostico: Traumatismo craneal grave y neumonia nosocomial
Dosis administrada: 2 g cada 8 horas
Otros tratamientos: midazolam, vancomicina, amicacina, furosemida y metamizol
Traumatismo: craneal y toracico
Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: 270 ml/hora (7.5 1/24

horas)
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.17. Curva de niveles plasmaticos del paciente 8

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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Figura A.18. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en ¢l paciente 8.
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C=6651¢"""  ky=0398h"

Co = 66.51 mg/Il AUC”=187.76 mg h 1"
tip=1.74h Vd=30.071
Cl,=11.96 I/h

Concentracion en orina al comienzo = 250.5 mg/l

Concentracion en orina al final =270.7 mg/1

Crix/CMI =8.63  t8uprs CMI = 72.5%

PACIENTE 9

> DATOS CLINICOS
Edad: 43 Peso: 70 Altura: 1.7 Sexo: varon
Diagnostico: traumatismo craneoencefalico, neumonia nosocomial
Dosis administrada: 2 g cada 8 horas
Otros tratamientos: vancomicina (lg IV/8h), omeprazol (20 mg IV/12h),
metoclopramida (10 mg IV/8h), fenitoina (150 mg IV/8h), cloruro morfico (perfusion a
0.5 mg/h), metamizol (perfusion 8g/dia).
Traumatismo: craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: ninguno
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS

140

120 A

100 A

80 A

60 1

Concentracion (mg/1)

40

20 1

Tiempo (h)

Figura 4.19. Curva de niveles plasmaticos del paciente 9.

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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Figura 4.20. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en el paciente 9.
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C=156.13 2"+ 91 57 %17t
Co=247.7 mg/l

0=244n" Bp=0.517h"
ky=122h" Kq=1.027h"
ki2=0.71h" AUC”,=250.6 mgh1’
tin=1.34h tan=028h
Vd=12.761 Cl1=8.281/h

Concentracion en orina al comienzo = 349.2 mg/l
Concentracion en orina al final = 140.4 mg/1

Cmi/CMI = 20.83  tupra CMI = 62.5%

PACIENTE 10

> DATOS CLINICOS

Edad: 21 Peso: 70 Altura: 1.75 Sexo: varon

Diagnostico: traumatismo craneoencefalico grave, neumonia nosocomial

Dosis administrada: 2 g cada 8 horas

Otros tratamientos: vancomicina (1g IV/12h), omeprazol (20mg IV/12h), fenitoina (150
mg IV/8h), midazolam (perfusion a 30 mg/h).

Traumatismo: craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: ninguno
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4. 21. Curva de niveles plasmaticos del paciente 10.

NO DETECTADO NIVELES DE CEFEPIMA EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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Figura 4.22. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en ¢l paciente 10.
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C=107.96 14814 23 91 02471
Co=131.87mg/l  o=1428

B=0.247 ka1 = 0.461
Ko =0.765h" k12 = 0.494
AUC",=17238 mgh1’
ti1n=2.8h tan =048 h
Vd=3141 Cl=11.59/h

Concentracion en orina al comienzo = 699.1 mg/l

Concentracion en orina al final = 355.5 mg/1

Coix/CMI=9.75  tqprCMI = 52.5%

PACIENTE 11

> DATOS CLINICOS
Edad: 21 Peso: 85 Altura: 1.8 Sexo: varon
Diagnostico:  traumatismo craneoencefalico grave, trauma raquideo, neumonia
nosocomial
Dosis administrada: 2 g cada 8 horas
Otros tratamientos: teicoplamina (200 mg IV/12h), omeprazol (40 mg IV/24 h),
rifampicina (600mg 1V/24h), colimicina (2 millones unidades IV/6h), fentanilo
(perfusion a 3 microgramos/Kg/h), midazolam (perfusion a 15 mg/h).
Traumatismo: craneal

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: ninguno
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.23.. Curva de niveles plasmaticos del paciente 11.
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Figura 4.24. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en ¢l paciente 11.
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C =32292 34091 4 47 g 01861

Co =370.88 mg/l o= 3.409
B=0.186 ka1 = 0.602
kg =1.052h" ki, = 1.945
AUC",=33823mghl' t,,=3.72h
tan=02h Vd=2281
Cl=5.671h

Concentracion en orina al comienzo = 104 mg/1

Concentracion en orina al final = 1.45 g/l

Comi/CMI = 14.6  toupraCMI = 100%

PACIENTE 12

> DATOS CLINICOS

Edad: 51 Peso: 70 Altura: 1.6 Sexo: varon

Diagnostico: traumatismo craneoencefalico grave, neumonia nosocomial

Dosis administrada: 2 g cada 8 horas

Otros tratamientos: teicoplamina (400 mg IV/12h), omeprazol (40 mg 1V/24 h),
fenitoina (150 mg IV/8h), furosemida (20 mg [V/8h), amicacina (1g IV/24h),
haloperidol (Smg 1V/24h).

Traumatismo: craneal

Otras patologias: alcoholico

Volumen de sustitutivos del plasma administrado al paciente: ninguno
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> CURVA DE NIVELES PLAMATICOS
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Figura 4.25. Curva de niveles plasmaticos del paciente 12.

» ANALISIS FARMACOCINETICO Y FARMACODINAMICO
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Figura 4.26. Representacion semilogaritmica de la curva de niveles plasmaticos en ¢l paciente 12.
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C=20244¢>" +82 ¢!

Co = 284.44 ppm o=3.56
B=0.32 ko1 =1.25
ka=0.9h" kiz=1.73
AUC*,=311mghl’ t1n=2.16h
te12=0.19h Vd=16.761
Cl=6.321/h

Concentracion en orina al comienzo = 3587.8 mg/I

Concentracion en orina al final = 1193.14 mg/I

Comi/CMI = 12.97  tupra CMI = 94%

A continuacion se representa graficas de comparacion de concentraciones
plasmaticas de cada grupo de pacientes estudiados (perfundidos con sustitutivos de

plasma o no perfundidos):
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Figura A.27. Comparacion de C,.qm de pacientes no perfundidos con dosis de 2g/8h.
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Figura A.28. Cyiasm del paciente 3 no perfundido con dosis de 1g/8h.
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Figura A.29. Comparacion de C,qm de pacientes perfundidos con dosis de 2g/8h.
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Concentracion (mg/1
L
[9,]
L

5 \\

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo (h)

Figura A.30. Cyiasm del paciente 4 perfundido con dosis de 1g/8h.

A continuacion se realiza una comparacion de las caracteristicas

farmacocinéticas y farmacodinamicas de cada grupo de pacientes.
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Tabla A.2. Parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos
de pacientes no perfundidos con administracion de 2 g de cefepima.
Cs
. t 12 AUC
Paciente | horas . Cl1 (I/h) vd () Cinax/CMI | tpraCMI(%)
(h) | (mghl)
(mg/)
1 11.9 6.6 4138 4.86 323 13.4 100
2 2.3 1.02 183.7 11.05 325 3 62.5
9 2.1 1.34 250.6 3.28 12.76 20.8 62.5
10 33 2.8 172.4 11.59 31.4 9.7 525
11 10.8 3.72 338.2 5.67 22.8 14.6 100
12 6.7 2.16 311 6.32 16.76 13 94
MediatSD | 6.2+4.3 | 2.94+2 | 279+94 .98 | 7.964+2.84 | 24.75+8.63 | 13.2+4.45 78.6+21.7
Tabla 4.3. Parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos
de pacientes perfundidos con administracién de 2 g de cefepima.
Cs
. AUC
Paciente | horas | ti,(h) (mg h 1) Cl1 (I/h) Vd () | Cmax/CMI | tepr CMI(%)
mg
(mg/1)
5 2.5 1.35 100.2 21.27 41.71 53 43.7
6 21 441 464.7 4338 27.94 10 100
7 0.7 1.21 130.5 19.32 33.79 3.2 375
3 2.4 1.74 187.7 11.96 30.07 3.6 72.5
MediatSD | 6.6£9.6 | 2.17+1.5 | 220.8£166.6 | 14.23+7.7 | 33.37+6 3+1.94 63.4+£28.7
Tabla 4.4. Parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos
de pacientes con administracidén de 1 g de cefepima.
Cs
. t12 AUC Cl
Paciente horas . vd () Caax/ CMI | tpras CMI(%)
(h) | (mghl’) | (V/h)
(mg/1)
3 (no perfundid) 6.5 8.35 233 4.47 38.78 7 75
4 (perfundido) 2.9 1.97 95.7 10.9 31.21 4 425
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A.4.- CONCLUSIONES

Ante los resultados obtenidos se comprueba que la cefepima se ajusta a
diferentes modelos farmacocinéticos compartimentales segun se trate de pacientes
perfundidos o no. En pacientes no perfundidos, la cefepima se ajusta mejor a un modelo
farmacocinético bicompartimental; mientras, en pacientes perfundidos se ajusta mejor a
un modelo farmacocinético monocompartimental, debido a que en estos pacientes existe
una gran eliminacidn del farmaco debido a las pérdidas de sangre que presentan, lo que
provoca un importante efecto de dilucion del farmaco. Por ello, las concentraciones
plasmaticas de cefepima en pacientes perfundidos son menores que en los no

perfundidos, cuando se administra en la misma dosis.

Se observa gran variabilidad de los parametros farmacocinéticos estudiados

entre los distintos pacientes de cada grupo.

Las AUC presentan valores incluidos dentro del intervalo 95.7-464.7 mg h 1.

Los volumenes de distribucion son altos incluso en no perfundidos (>19-22 1 en

bibliografia).

Los tiempos de semivida son superiores en no perfundidos (3 h) que en

perfundidos (2 h) y aumentan con la edad.

No se observa acumulacion de cefepima de una dosis a otra.

El aclaramiento en no perfundidos coincide con bibliografia (80-155 ml/min) y

en perfundidos poseen valores muy altos.

Las Cpsm medias al final del intervalo de dosificacion se encuentran por debajo
de CML, asi, y en no perfundidos es de 6.2 mg/L, y en pacientes perfundidos es de 6.6
mg/L. También en los pacientes 3 y 4, donde se administré 1 gramo de cefepima cada 8
horas, se encontraron concentraciones bajas de 6.5 y 2.9, respectivamente. Estos niveles
estan por debajo de la CMly, de cefepima que es de 8 mg/L, segin el Comité Nacional

para los Estandares de los Laboratorios Clinicos [188]. Por otro lado, las Cy,;/CMI son
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mayores en no perfundidos. Ademas, las twprCMI media en plasma de los perfundidos
no alcanzan el criterio establecido. Asi, y tomando el criterio anteriormente comentado
de que se considerard que la cefepima tiene una buena actividad si el tiempo de
permanencia, en el que la concentracion del fairmaco en plasma estd por encima de 4.3
veces la CMI, es superior al 70% del periodo interdosis para bacterias Gram negativas,
ningun paciente cumple este criterio. La consecuencia de estos niveles tan bajos puede

ser importante en una inadecuada accion bactericida o el desarrollo de resistencias.

Por ello, las variables farmacocinéticas fueron usadas para simular regimenes de
dosificacion alternativos, en un intento de establecer regimenes que mantengan niveles
superiores de cefepima al final del periodo de dosificacion. Para ello, se us6 el programa
farmacocinético PharmaCalc para predecir niveles tras 48 horas [189] tras la

administracion con los regimenes simulados de infusion continua y bolus intravenoso.

Tabla A.5. Simulacidn de distintos regimenes de dosificacion en pacientes no perfundidos.

C4s h (mg/l)

2g/6h 2g/8h

Paciente 4g/8h* 2g/5h* N N
durante 6h° | durante 8h

1 91 85 93 70
2 1 2 14 10
9 5 10 48 36
10 20 25 40 30
11 35 55 75 57
12 19 30 60 44

Media+ SD | 28.5+30. | 34.5+28 | 55+252 412+192

? bolus intravenoso
® infusién continua

Para estos pacientes y ante los resultados obtenidos, se propone que el régimen
de dosificacion sea 2 gramos cada 6 horas en infusion continua con una duracion de la

perfusion de 6 horas ¢ 2 gramos cada 5 horas en bolus intravenoso.
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Tabla A.6. Simulacién de distintos regimenes de dosificacion en pacientes perfundidos.

C4s h (mg/l)
2g/6h 4g/6h
Paciente 2g/4h* | 4.5g/5h" N b
durante 6h” | durante 6h
5 6 8 13 30
6 80 135 72 110
7 6 7 15 34
8 18 22 25 55

Media+ SD | 23 £28.9 | 43+534 | 31.2+24 572432

*pbolus intravenoso
binfusion continua

Para estos pacientes y ante los resultados obtenidos, se propone que el
régimen de dosificacion sea 4 gramos cada 6 horas en infusion continua con una

duracioén de la perfusion de 6 horas.

Tabla A.7. Simulacidn para los pacientes 3 y 4.

C4s h (mg/l)

1g/6h 1g/6h

Paciente | 1g/6h™ | 2.5g/12h" N N
durante 1h’ | durante 3h

3 40 35 40 45

1g/6h 1.5g/3h

Paciente | 1g/4h™ | 1.5g/3h" N b
durante 6h” | durante 3h

4 10 25 18 45

® bolus intravenoso
® infusién continua

Para estos pacientes y ante los resultados obtenidos, se propone que el régimen
de dosificacion sea 1 gramo cada 6 horas en infusion continua durante un periodo de
infusion de 3 horas o un bolus intravenoso de 1 gramo cada 6 horas, para el paciente 3.

En relacion al paciente 4, se propone que el régimen de dosificacion sea 1.5 gramos
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cada 3 horas en infusién continua durante un periodo de infusion de 3 horas o un bolus

intravenoso de 1.5 gramos cada 3 horas.

Aun asi, y debido a la gran variabilidad de resultados y a las grandes
desviaciones obtenidas, se propone que los regimenes de dosificacion se realicen de
forma individualizada, tras una monitorizacion de los niveles plasmaticos de la

cefepima para cada paciente.

Por otro lado se estudid la relacion entre las concentraciones de cefepima en
liquido cefalorraquideo y las concentraciones en plasma en los distintos pacientes donde

se encontro cefepima en liquido cefalorraquideo.
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Figura 4.31. Curvas semilogaritmicas de concentraciones-tiempo

de la cefepima en plasma (m) y en liquido cefalorraquideo (A ) en ¢l paciente 1.
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Tabla 4.8. Relacion LCR/plasma correspondiente al paciente 1.

Tiempo (h) | Plasma | LCR | Relaciéon LCR/plasma
0.5 107 11.9 0.11
1 73.5 143 0.19
2 47.6 15.8 0.33
3 30.5 15.5 0.5
4 25. 15 0.6
6 14.7 13.6 0.92
8 11.9 13 1.09

Como puede observarse la relacion entre concentraciones de cefepima en liquido

cefalorraquideo y plasma depende del tiempo en que se toman las muestras, siendo la

relacion de 0.11 a los 30 minutos, aumentando a 1 a las 8 horas de la administracion.

Por otro lado el porcentaje de penetracion de la cefepima en el liquido cefalorraquideo

es del 14.8%.
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Figura 4.32. Curvas semilogaritmicas de concentraciones-tiempo

de 1a cefepima en plasma (¢) y en liquido cefalorraquideo (m) en ¢l paciente 2.
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Tabla 4.9. Relacidon LCR/plasma correspondiente al paciente 2.

Tiempo (h) | Plasma | LCR | Relaciéon LCR/plasma
0.5 70.9 5 0.07
1 447 7.4 0.16
2 28.1 6.4 0.22
3 18.5 5.9 0.31
4 10.6 55 0.52
5 8.1 4.2 0.52
6 438 35 0.72
7 2.7 2.6 0.98
8 23 2.1 0.91

En este paciente se cumple el comportamiento comentado en el paciente

anterior, siendo la relacion de 0.07 a los 30 minutos, aumentando a 0.98 a las 7 horas de

la administracion. Por otro lado el porcentaje de penetracion de la cefepima en el

liquido cefalorraquideo es del 10.5%.

En los casos de los pacientes 3 y 4, se comprueba que con dosis de 1 gramo cada

8 horas y en pacientes sin meninges inflamadas, cefepima no alcanza concentraciones

en LCR. Lo mismo ocurre en el paciente 10, donde después de la administracion de 2

gramos de cefepima en un paciente sin meninges inflamadas, no se encuentran niveles

del citado farmaco en LCR.
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Del estudio realizado sobre la cefepima que se resume en la presente memoria,

cabe destacar las siguientes conclusiones:

1. La cefepima es electroactiva en el electrodo de gotas de mercurio, lo que ha
permitido su estudio por polarografia diferencial de impulso, tast y
voltamperometria ciclica. Se ha estudiado la influencia de tiempo de goteo, pH,
temperatura, velocidad de barrido, amplitud de impulso y la naturaleza del

proceso de reduccidn, que resulta ser un proceso irreversible.

2. La cefepima presenta dos ondas polarograficas en el rango de pH entre 2 y 4 a
potenciales de semionda de -0.48 V (onda I) y -0.84 V (onda II). Solo se estudia
la segunda onda ya que presenta unas caracteristicas mas importantes, desde el

punto de vista analitico, que la primera onda.

3. El nimero de protones y electrones que intervienen en el proceso de reduccion
de la onda estudiada son 2 en ambos casos, y se propone un mecanismo de

reduccion.

4. Se propone un método polarografico para la determinacion de la cefepima,
aplicable a un intervalo comprendido entre 10° y 10™ M, siendo el limite de
deteccion de 9-107 M y el limite de cuantificacion de 3-10° M. El método es
bastante selectivo con respecto a otros farmacos, y proporciona buenos
resultados en la determinacion de cefepima en especialidades farmacéuticas, y
en estudios de estabilidad de la misma. El método es aplicado satisfactoriamente
a la determinacion de la cefepima en muestras de orina y suero correspondientes

a pacientes tratados con dicho farmaco.

5. La cefepima se adsorbe en el electrodo de gota de mercurio estatica, donde
posteriormente puede ser reducida. Se estudia el comportamiento electroquimico
de la cefepima mediante voltamperometria de redisolucion adsortiva catddica de
barrido lineal, estudiando la influencia del pH sobre el potencial y la intensidad
de pico, la temperatura, el potencial de acumulacion, el tiempo de deposicion y

la velocidad de barrido.



Conclusiones 248

6.

10.

Se propone un método voltamperométrico para la determinacion de la cefepima,
aplicable a un intervalo comprendido entre 10” y 107 M, siendo el limite de
deteccion de 4.8:10"° M y el limite de cuantificacion de 1.6:10° M. El método
es aplicado satisfactoriamente a la determinacion de la cefepima en muestras de
orina y liquido cefalorraquideo correspondientes a pacientes tratados con dicho

farmaco.

Se estudian las caracteristicas espectrofotométricas de la cefepima, incluyendo
la influencia de disolventes organicos y la estabilidad de los mismos, influencia

de agentes rédox e iones inorganicos, € influencia del pH.

Los datos espectrofotométricos en relacion al pH, junto con la valoracion
potenciométrica de la cefepima, fueron empleados para la determinacion del

pKa de la misma, que tiene un valor de 3.

Se propone un método espectrofotométrico para la determinacion de la
cefepima, aplicable a un intervalo comprendido entre 1 y 20 pg ml”, siendo el
limite de deteccion de 0.31 ug ml™ y el limite de cuantificacion de 1.04 ug ml™.
El método es aplicado satisfactoriamente a la determinacion de la cefepima en

especialidades farmacéuticas.

Se propone un método de andlisis de la cefepima por cromatografia liquida de
alta eficacia de gran sensibilidad, utilizando una fase movil compuesta por
metanol:tampon fosfato a pH 7 en la proporcion 25:75 . El método es aplicable a
intervalos comprendidos entre 2.5 y 200 ug ml"' para un flujo de 1 ml/min y de
2.5-50 ug ml™ para un flujo de 0,5 ml/min. Los limites de deteccion son de 0.1
pg ml' y 0.08 pg ml' para los flujos de 1 ml/min y 0,5 ml/min,
respectivamente. Los limites de cuantificacion son de 0.3 ug ml™ y 0.24 pg ml”
para los flujos de 1 ml/min y 0,5 ml/min, respectivamente. El método es
aplicado satisfactoriamente a la determinacion de la cefepima en muestras de
orina, suero y liquido cefalorraquideo correspondientes a pacientes tratados con

dicho farmaco.



Conclusiones 249

11. Los datos analiticos obtenidos en la determinacion de cefepima en fluidos
biologicos correspondientes a pacientes tratados con dicho farmaco, se utilizaron
para realizar un estudio farmacocinético y farmacodinamico. Con los resultados

obtenidos se propone un ajuste de dosis mediante simulacion.
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ESQUEMAS, TABLAS Y FIGURAS



Tabla 1.3. Datos farmacocinéticos de cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion administrada por via parenteral.

Farmaco Dosis (mg) Via Cinix (mg/L) Ty (h) Fijacion proteica (%) Eliminacion (% dosis)
Cefalotina 1000 M 40 0.5 60 Renal, 50
Cefazolina 1000 M 20 0.8 70 Renal, 70
Cefaloridina 1000 M 25 1.1 20 Renal, 80
Cefapirina 1000 M 36 0.4 50 Renal, 60
Cefalexina 1000 M 48 0.9 10 Renal, 95
Cefradina 1000 M 30 1.0 8 Renal, 95
Cefonicid 1000 v 150 4.5 98 Renal, 95
Cefonicid 1000 M 100 4.5 98 Renal, 95
Cefuroxima 750 M 27 1.4 40 Renal, > 90
Cefuroxima 1500 v 100 1.4 40 Renal, > 90
Cefamandol 1000 v 90 1 75 Renal, > 90
Cefamandol 1000 M 25 1 75 Renal, > 90
Cefoxitina 1000 v 110 0.8 70 Renal, 85
Cefoxitina 1000 M 24 0.8 70 Renal, 85
Cefmetazol 1000 v 180 1.3 85 Renal, 80
Cefotetan 1000 v 160 35 85 Renal, 80
Cefotetan 1000 M 70 35 85 Renal, 80
Cefotaxima 1000 v 80 1 40 Renal, 80
Cefotaxima 1000 M 25 1 40 Renal, 80
Ceftriaxona 1000 v 50 8 90 Renal, 50 y Biliar, 30
Ceftriaxona 1000 M 80 8 90 Renal, 50 y Biliar, 30
Ceftazidima 1000 v 80 1.8 20 Renal, 85




Ceftazidima 1000 ™| 40 1.8 20 Renal, 85
Tabla 1.4. Datos farmacocinéticos de las cefalosporinas orales.
Farmaco Dosis (mg) Adson;f)/i(()’))n oral Cinax (mg/L) Tz (h) Fijacion proteica (%) Eliminacion (% dosis)
Cefalexina 500 > 95 6 0.9 10 Renal, 95
Cefadrina 500 > 95 16 4.5 20 Renal, 90
Cefadroxilo 500 90 16 1.5 20 Renal, 95
Cefprozilo 500 90 10 1.3 35 Renal, 70
Cefaclor 500 90 10.5 0.6 25 Renal, 61
Cefuroxima 500 60 59 1.4 40 Renal, 55
Cefixima 200 40-50 2 3-5 66 Renal, 21
Cefpodoxima proxético 200 50 2.6 2.2 21 Renal, 24
Ceftibuteno 200 67 11.6 1.9 63 Renal




Tabla 1.5. Espectro antibacteriano de las cefalosporinas.

) . . 4*
1* Generacién 2* Generacion 3* Generacion .,
Germen Generacion
patogeno . . . . . . . .
Cefalexina | Cefazolina | Cefaclor | Cefuroxima | Cefoxitina | Cefpodoxima | Cefotaxima | Ceftazidma | Cefepima

GRAM (+)
Sthaphylococcus ++ ++ ++ ++ + + ++ + ++
aureus
Streptococcus ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
pvogenes
Streptococcus + ++ ++ ++ + + ++ + ++
pneumoniae
Enterococcus ) } _ . _ - - - -
faecalis
GRAM (-)
Acinetobacter } _ B - . . - + +
Shn.
Bacz‘.el.fozdes ) } B - T+ - + - -
fragilis
Enterobacter ) ) . . . + + + ++
SDD.




Escherichia coli ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Haemophillus + + + + + ++ ++ ++ ++
influenzae

Klebsiella spp. ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Neisseria - - - + + ++ ++ + ++
gonorrhoeae

Pseudgmonas ) ) ) . . . + T+ T+
aeruginosa

Serratia - - - - + + -+ -+ -+
marcesscens

Signos (-): actividad nula o muy limitada; (+): moderada; (++): clevada.

Tabla 1.9. Caracteristicas polarograficas de algunas cefalosporinas.

Cefalosporina Técnica polarografica pH -E (V) Fluido L.D (ug/ml).
Cefalotina DPP 2 -1 agua 0.1
Cefaloridina DPP 4 -1.06/-1.28 agua 0.1
Cefazolina DPP 3 -0.64 agua 0.01
Cefacetrilo DPP | -0.984 agua 0.07
Cefamandol DPP 3 -0.744 agua 0.07
Cefuroxima DPP 25 -0.39/-1.02 agua 0.1




Cefotaxima DPP 2 -0.44/-0.93 agua 0.02
Cefsulodina DPP, DC 2.97 -0.7/-1/-1.15 agua 1
Cefoperazona DPP 7 -1.088/-1.328 agua 0.067
Ceftriaxona DPP 4 -0.72 orina 0.008
Ceftizoxima DPP 4 -0.65 orina 0.008
Ceftazidima DPP 4 -0.608 orina 0.008
Cefetamet DPP, DC 8.4 -1.15 agua 0.008
L.D. = Limite de deteccion.
Tabla 1.10. Condiciones de redisolucion de algunas cefalosporinas.
Cefalosporina pH Potencial de acumulacién (V) Tiempo de deposicion L.D. (M)
Ceftriaxona 4 -0.2 12 min 5107
Cefazolina 3.6 -0.2 14 min 2107




Cefotaxima
Cefuroxima
Cefoperazona
Cefalotina

Cefaclor

10 min

5 min

4 min

60 s

60 s

107
510"
2107

10°

10°

L.D. = Limite de deteccion.




Tabla 1.11. Condiciones cromatograficas para algunas cefalosporinas.

Cefalosporina Muestras Columna Fase mavil Deteccion (nm) L.D. (ug/ml)
Cefalexina Agua Hypersil ODS ACN-fosfato sodico pH: 3 254 -
_ Suero,
Cefazolina uBondapak Cis ACN-tampon acetato pH:3.8 (11:89) 254 0.1
musculo
Cefradina Suero Ultrasphere Cs MeOH- tampén fosfato pH: 2.6 (20:80) 240 1
Cefadroxilo Agua Hypersil ODS Fosfato monopotasico ~ACN pH:3 .4 254 ---
Cefoxitina Agua Hypersil ODS Fosfato monopotasico ~ACN pH:3 .4 254 ---
_ Fluido ACN-0.05 M tampon fosfato amonico
Cefuroxima Symmetry Cis 280 1
pulmonar pH:3.2 (15:85)
Cefotetan Suero, orina Lichrosorb RP-18 ACN- tampoén fosfato pH: 6.4 (7.5:92.5) 280 0.3
Cefotian Suero, orina Lichrosorb RP-18 MeOH-0.02 M tampoén fosfato (24:76) 254 -
ACN-TMAC-H;PO,-H,0
Cefoperazona Suero Cis 254 1

(30:0.1:0.03:69.87)




Cefotaxima

Ceftazidima

Ceftriaxona

Latamoxef

Cefixima

Cefetamet

Cefpodoxima

Cefpiroma

LCR

Suero

Suero, orina,
LCR

Plasma, bilis

Suero, LCR

Plasma

Suero, orina

Leche, orina

Lichrospher 100-RP-18

uBondapak Cis

uBondapak Cis

Lichrosorb Cg

Ultrasphere Cs

Spherisorb ODS 1

Ultrasphere XL-ODS

Spherisorb ODS 11

MeOH-0.01 M tampoén acetato pH:4.8
(15:85)

ACN-acido acético (10:90)

ACN- 10 mM fosfato potasico pH:9

MeOH-0.01 M tampon fosfato pH:7
(10:90)
ACN- 0.01 M tampén fosfato pH:2.7
(15:85)
ACN- 4 mM acido perclérico (17:83)
ACN- 21.5 mM acetato amonico pH:5
(7:93)

MeOH-trietilamina (12:88)

254

275

274

268

280

265

254

240

0.39

1.5

0.05

0.5

0.2

0.625

L.D.= limite de deteccion.

ACN = Acetonitrilo.

TMAC = cloruro de tetrametilamonio.

MeOH = metanol.

LCR = liquido cefalorraquideo.







Tabla 6.17. Comparacion de métodos cromatograficos.

. . ., Rango de Extraccion
bl-leferelzcla Columna Fase movil Flu](.) Deteccién tr (min) | concentraciéon LD/LC en suero
ibliografica (ml/min) (nm) (mg/l) (mg/ll) (%)
it " MeOH 13%-25 mM dihidrogeno
[144] B%pserél fosfato de sodio monohidrato, 1 270 4.8 1-50 0.83/2.52 97.3
18 pH 3 (13:87)
. ACN-acetato amonico,
[148] Nucleosil C5 pH 4 (10:90) | 280 3.9 0.5-100 0.2/0.5 86
Ultrasphere ACN 7%-20mM acetato ) )
[138] XL-ODS amonico, pH 4 1 254 1.8-2.2 0.1-50 0.1/0.5 106.2
Micro- 0/ "
[136] Bondapak ACN 5%-acido acético, 2 275 53 0.625-80 —-/0.625 93
pH 2.8
C18
Hypersil ACN-50mM acetato aménico- acido
[142] BDS C,q acético 4%, pH 4 (2.8:97.2) 1 254 4.4 0.5-500 0.15/0.5 104
Método LiChrospher Tampén fosfato 10 mM, pH 7: ! 256 28 0.3-200 0.1/0.3 100
propuesto 100 RP-18 metanol (75:25) 0.5 56 0.24-50 0.08-0.24

ACN = acetonitrilo
MeOH = metanol

LD = limite de deteccion
LC = limite de cuantificacion









