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RESUMEN

Imipenem es un antibiético carbapenémico perteneciente al grupo de los
antibiéticos B-lactamicos, que tiene un rol importante en la clinica actual en el
tratamiento de infecciones severas o de dificil manejo.

Existen evidencias de inestabilidad quimica de imipenem, que conllevarian
alteraciones en la efectividad y seguridad de la terapia antimicrobiana. En este
trabajo se evaluo la estabilidad de imipenem simulando las condiciones habituales
de administracion del farmaco en la préactica clinica, a través de un modelo de
cinética de degradacién. La determinacion de imipenem fue realizada por
cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC), previa verificacion de la
metodologia analitica. Las concentraciones de imipenem se calcularon por
interpolacién de las areas de los picos cromatograficos en una curva de calibrado.
Los resultados obtenidos establecieron que la estabilidad de imipenem durante su
administracion se ve afectada por los factores de luminosidad y temperatura, pero
no asi del medio de disolucion. Ademas se evaluaron probables estrategias que
permitieron corroborar como el factor de luminosidad y temperatura afecta cuando

el farmaco es administrado en un intervalo de 60 minutos.



ABSTRACT

Imipenem is a carbapenem antibiotic belonging to the group of the B-Lactam
antibiotics, which have an important role in the current clinic in severe infections
treatments or difficult managing.

Evidences of chemical instability of imipenem exist, that would entail alterations in
the effectiveness and security of the antimicrobial therapy. it is that in this study the
stability of imipenem was evaluated simulating the habitual conditions of
administration in the clinical practice, across a model of kinetic of degradation. The
determination of imipenem was realized by liquid chromatography of high
resolution (HPLC), previous verification of the analytical methodology. The
concentrations of imipenem were calculated by interpolation of the areas of the
chromatographic peaks in a curve of calibrated. The obtained results established
that the stability of imipenem during his administration sees affected by the factors
of luminosity and temperature under habitual conditions in the clinical practice but
no that dissolution means. In addition probable strategies were evaluated that
allowed to corroborate as the factor of luminosity and temperature affects when the

drug is administered in an interval of 60 minutes.



1 INTRODUCCION

1.1 Antibi6ticos en la salud humana

Desde la introduccién de la penicilina sodica en los tratamientos infecciosos (en la
década de los 40), los antibiéticos han constituido uno de los puntos de inflexion
en la historia de la humanidad al reducir las cifras de mortalidad existente.

(Sanchez, 2006).

Los antibidticos se han ido desarrollando mediante modificaciones moleculares a
partir de las estructuras de los antibiéticos mas antiguos, con el fin de mejorar su
efectividad y su selectividad. Actualmente existen  diversas familias de
antibiéticos, las que se clasifican de acuerdo a su estructura quimica, y en donde
encontramos los [-lactdmicos, aminoglucésidos, glucopéptidos, macrdélidos,

tetraciclinas, fenicoles, quinolonas, entre otros (Flores et al, 1998).

En la actualidad los B-lactamicos son los antimicrobianos mas prescritos en Chile
(Figura 1-1) (Vidal S., 2007). Sin embargo debido a la masificacién de su uso,
surgen problemas tales como el desarrollo de resistencia y la seleccion de
organismos resistentes. De esta manera, y ante la necesidad de disponer de
antibidticos de amplio espectro, rapida accién bactericida, y propiedades que
limiten el desarrollo de resistencia y tolerabilidad, se han desarrollado una sub-

familia de antimicrobianos denominados compuestos carbapenémicos.



Cefalosporinas )
4% Quinolonas

8%

Cotrimoxazol
5%

Tetraciclinas
8%
Cloranfenicol
1%

Otros
0%

PAE: Penicilinas de amplio espectro; PMRE: Penicilinas de mediano y reducido espectro.

Figura 1-1. Proporcion del consumo de antibidticos en Chile entre los afios 2000-2003.

1.2 Antibiéticos Carbapenémicos

Los antibioticos carbapenémicos pertenecen a la clase de antibidticos [-
lactAmicos y presentan el mayor espectro de actividad bactericida dentro de este
grupo, destacando por su gran resistencia a betalactamasas. El primer
representante carbapenémico fue tienamicina, descubierta a partir del
microorganismo Streptomyces cattleya, y cuya estructura molecular se convirtié en

el modelo base de los carbapenémicos (Figura 1-2) (Krisztina et al, 2011).
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Figura 1-2. Estructura quimica de tienamicina (Krisztina et al, 2011).

Sin embargo, debido a la inestabilidad quimica presentada por tienamicina se
motivo el desarrollo de derivados analogos con mayor estabilidad. Es asi como
nace imipenem, quien se convierte en el primer carbapenem desarrollado para
uso clinico. Posteriormente le siguen un gran numero de compuestos, en donde
destacan meropenem ertapenem y doripenem entre los compuestos
carbapenémicos mas utilizados (Rivero et al, 1998). Algunos representantes
carbapenémicos con sus respectivas estructuras se exponen en la Figura 1-3

(Seija 'y Vignoli, 2006).
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Figura 1-3. Estructuras quimicas de algunos carbapenem (Krisztina et al, 2011).

Los carbapenémicos no son compuestos homogéneos, ya que Sus espectros
antimicrobianos y caracteristicas farmacocinéticas son diferentes, por lo que se
cre0 una propuesta para una nueva clasificacibn para los compuestos

carbapenémicos, la cual se expone en la Tabla 1-1 (Shah y Isaacs, 2003).



Tabla 1-1. Clasificacién para carbapenémicos (Shah y Isaacs, 2003).

Grupo 1 Carbapenémicos de amplio espectro, con limitada actividad
contra bacilos Gram negativos no fermentadores, que estan
indicados principalmente en infecciones adquiridas en la

comunidad. Ejemplo: ertapenem.

Grupo 2 Carbapenémicos de amplio espectro, activos contra bacilos
Gram negativos no fermentadores (Acinetobacter spp,
Pseudomonas spp), indicados principalmente en infecciones
nosocomiales. Ejemplo: imipenem/cilastatina y meropenem.

Grupo 3 Carbapenémicos con actividad contra Staphylococcus spp

meticilina resistente (aln no licenciados).

Los carbapenémicos poseen la capacidad de evadir la mayoria de los
mecanismos de resistencia bacteriana, siendo la clase de mayor actividad entre
los antibidticos B-lactamicos, por lo que habitualmente se reservan para el
tratamiento de infecciones graves o para aquéllas producidas por organismos

resistentes a los otros antibiéticos (Livermore, 2011).

Imipenem posee gran potencia, un amplio espectro de accién antimicrobiano y un
buen perfil de seguridad (Birnbaum et al, 1985; Kropp et al, 1985). A la fecha mas
de 26 millones de pacientes han sido tratados con imipenem, y en donde este
sigue jugando un papel importante en los tratamientos empiricos y en los

apuntados a infecciones severas de dificil manejo (Rodloff et al, 2006).



1.3 Imipenem, propiedades quimicas y mecanismo de accion

Imipenem denominado también como N-Formimidoiltienamicina (Figura 1-3) es un
derivado semisintético de tienamicina Streptomices cattleya (Alvin G y Nord CE.,
1995). Desde el punto de vista estructural, este antibiético posee una sustitucion
del atomo de azufre del anillo central de la mayor parte de los antibidticos B-
lactamicos por un grupo metileno (-CHz). Esta sustitucion aumenta la reactividad
del imipenem con las proteinas de la pared celular de las bacterias y, por lo tanto,
le confiere un efecto bactericida mas potente. Otra diferencia con las penicilinas y
cefalosporinas es que la cadena lateral hidroxietilica del imipenem esta unida al
anillo betalactamico en posicidon trans, y esta singular configuracién lo hace

excepcionalmente estable ante las betalactamasas bacterianas?.

Imipenem es rapidamente degradado por la dehidropeptidasa-1 del rifién, por lo
que esta combinado en proporcién 1:1 con cilastatina, un inhibidor de esta enzima.
Cilastatina no soOlo previene la degradacion de imipenem, sino que también
protege los rifiones contra efectos potenciales toxicos ejercidos por las dosis mas

altas de imipenem (Rodloff et al, 2006).

El mecanismo de accién de imipenem es como el de los otros B-lactamicos, inhibe
la reaccion de entrecruzamiento entre los polimeros de peptidoglicanos, (etapa

final de la sintesis de la pared celular bacteriana) por inactivacion de importantes

! http://www.mufel.net/plm/prods/36371.htm



enzimas, la carboxipeptidasa y la transpeptidasa. Este tipo de enzimas estan
ancladas a la membrana plasméatica de la bacteria y se les denomina PBP
(proteinas ligadoras de penicilinas), ya que es aqui, donde se unen los -
lactdmicos, inhibiéndolas en forma no competitiva e irreversible. Todas las
bacterias constan de este tipo de proteinas, variando en su numero y afinidad de

unioén por diferentes antibidticos 3-lactamicos de acuerdo a cual sea la bacteria.

La afinidad de imipenem y bencilpenicilina a las diferentes enzimas se muestra en
la Tabla 1-2. De esta forma imipenem induce la formacion de formas alargadas o
esferoplastos con la subsecuente ruptura celular, pero no el crecimiento de
filamentos de bacteria que se observa por los otros B-lactamicos. Por lo tanto, el
tratamiento de imipenem reduce la cantidad de lipopolisacarido liberado durante la

bacteridlisis (Jackson y Kropp, 1992).



Tabla 1-2. Las concentraciones de imipenem Yy bencilpenicilina requeridas para la
inhibicién del 50 % de la actividad de entrecruzamiento de peptidoglicano y la

actividad D-alanina carboxipeptidasa en PBS de E. coli (Hashizume et al,

1984).
PBP responsable de Actividad enzimatica 50% de la concentracion
actividad enzimatica inhibitoria (ug/mL)

Imipenem Bencilpenicilina

1A Transpeptidasa 0.5 <0.1

1B Transpeptidasa 0.8 1

2 Transpeptidasa 1 1.6

3 D-Alanina carboxipeptidasa >3 0.1-0.3

4 D-Alanina carboxipeptidasa 0.03 0.04

5 D-Alanina carboxipeptidasa 0.034 5.5

El mecanismo de accion de imipenem le otorga actividad contra agentes Gram-
positivos y Gram-negativos, cocos y bacilos, aerobios y anaerobios. Imipenem
puede tener actividad contra Micobacteria spp., sin embargo Micoplasma,
Clamidia, Legionella, Stenotrophomonas, Burkholderia, Clostridium difficile y
Staphylococcus aureus meticillina-resistente (MRSA) no estan dentro de su
espectro antimicrobiano (Rodloff et al, 2006). En la Tabla 1-3 se detalla el

espectro de accion para imipenem?

2 Prospecto TIENAM®, 2013



Tabla 1-3. Organismos frente a los que imipenem es normalmente activo in vitro

(prospecto TIENAM®).

Aerobios Gramnegativos

Achromobacter spp.

Acinetobacter spp. (antes Mima-Herellea)
Aeromonas hydrophila

Alcaligenes spp.

Bordetella bronchicanis

Bordetella bronchiseptica

Bordetella pertussis

Brucella melitensis

Campylobacter spp.
Capnocytophaga spp.

Citrobacter spp.

Citrobacter diversus

Citrobacter freundii

Eikenella corrodens

Enterobacter spp.

Enterobacter aerogenes
Enterobacter agglomerans
Enterobacter cloacae

Escherichia coli

Gardnerella vaginalis

Haemophilus ducreyi

Haemophilus influenzae (incluyendo cepas
productoras de beta-lactamasas)
Haemophilus parainfluenzae

Hafnia alvei

(anteriormente Serratia liquefaciens)
Klebsiella spp.

Klebsiella oxytoca

Morganella morganii
(anteriormente Proteus morganii)
Neisseria gonorrhoeae (incluyendo cepas
productoras de penicilinasa)
Neisseria meningitidis
Pasteurella spp.

Pasteurella multocida
Plesiomonas shigelloides
Proteus spp.

Proteus mirabilis

Proteus vulgaris

Providencia spp.

Providencia alcalifaciens
Providencia rettgeri
(anteriormente Proteus rettgeri)
Providencia stuartii
Pseudomonas spp.**
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas pseudomallei
Pseudomonas putida
Pseudomonas stutzeri
Salmonellaspp.

Salmonella typhi

Serratia spp.

Serratia proteamaculans
(anteriormente Serratia liquefaciens)

Serratia marcescens




Klebsiella ozaenae
Klebsiella pneumoniae
Legionella spp.

Moraxella spp.

Shigella spp.
Yersinia spp. (anteriormente Pasteurella)
Yersinia enterocolitica

Yersinia pseudotuberculosis

**Xanthomonas maltophilia (anteriormente Pseudomonas maltophilia) y algunas cepas de

Pseudomonas cepacia no son generalmente sensibles a imipenem.

Aerobios Grampositivos

Bacillus spp.

Enterococcus faecalis
Erysipelothrix rhusiopathiae
Listeria monocytogenes
Nocardia spp.

Pediococcus spp.
Staphylococcus aureus
(incluyendo cepas productoras de
penicilinasa)
Staphylococcus epidermidis
(incluyendo cepas
productoras de penicilinasa)

Staphylococcus saprophyticus
Streptcoccus agalactiae
Streptococcus Grupo C
Streptococcus Grupo G
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Estreptococos grupo viridans
(incluyendo cepas alfa y gamma
hemoliticas)

Enterococcus faecium y algunos estafilococos resistentes a meticilina no son sensibles a

imipenem.

Anaerobios Gramnegativos

Bacteroides spp.
Bacteroides distasonis
Bacteroides fragilis
Bacteroides ovatus
Bacteroides thetaiotaomicron

Bacteroides uniformis

Porphyromonas asaccharolytica
(anteriormente Bacteroidesas
accharolyticus)

Prevotella bivia (antes Bacteroides bivius)
Prevotelladisiens (antes

Bacteroidesdisiens)
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Bacteroides vulgatus
Bilophila wadsworthia
Fusobacteriumspp.
Fusobacterium necrophorum

Fusobacterium nucleatum

Prevotellaintermedia

(antes Bacteroides intermedius)
Prevotella melaninogenica

(antes Bacteroides melaninogenicus)

Veillonella spp.

Anaerobios Grampositivos

Actinomyces spp.
Bifidobacterium spp.
Clostridium spp.
Clostridium perfringens
Eubacterium spp.

Lactobacillus spp.

Mobiluncus spp.
Microaerophilic streptococcus
Peptococcus spp.
Peptostreptococcus spp.
Propionibacterium spp.

(incluyendo P. acnes)

Otras

Mycobacterium fortuitum

Mycobacterium smegmatis

Las pruebas in vitro muestran una actividad sinérgica de imipenem y aminoglucésidos

frente a algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa.

1.4 Administracién, farmacocinética y farmacodinamia

La forma farmacéutica de imipenem corresponde a un polvo estéril para
reconstitucion y administracion por via intravenosa, Yy su presentacién esta
compuesta por 500 mg de imipenem y 500 mg de cilastatina sddica contenidos en
un vial, ademas contiene bicarbonato de sodio como amortiguador para

proporcionar soluciones con pH de 6,5 a 8,5. La semivida plasmatica de imipenem
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es de una hora y su grado de unidn del imipenem con las proteinas plasmaticas

humanas es de 20% aproximadamente (Rodloff et al, 2006)

Imipenem pertenece al tipo de antibidticos tiempo-dependiente, es decir el éxito
terapéutico viene dado por mantener concentraciones plasmaticas del antibiético
(en el sitio de infeccion) por encima de la concentracion inhibitoria minima (CIM)
determinada para el microorganismo infectante, durante el mayor tiempo posible

inter-dosis (Calvo et al, 2004; Flores et al, 1998).

En la Tabla 1-4 se detallan concentraciones de imipenem en tejidos y liquidos

corporales después de una dosis de 1g.

La administracién intravenosa de imipenem de 250 mg, 500 mg y 1000 mg
produce, en el transcurso de 20 minutos, concentraciones plasmaticas maximas
de imipenem de 12 a 20 pg/mL, de 21 a 58 pg/mL, y de 41 a 83 ug/mL
respectivamente. Ademas, con dichas dosis, las concentraciones plasméaticas de
imipenem disminuyen hasta menos de 1 pg/mL en cuatro a seis horas. Las
concentraciones urinarias de imipenem fueron mayores de 10 pug/mL hasta ocho
horas después de administrar una dosis de 500 mg de imipenem (Rodloff et al,

2006).
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Tabla 1-4. Concentraciones de Imipenem en tejidos y liquidos corporales después de

una dosis de 1g (TIENAM® prospecto)

Tejido o liquido png/mL o pg/g Tiempo transcurrido (horas)
Cuerpo vitreo 3.4 3.5

Humor acuoso 2.99 2.0

Tejido pulmonar 5.6 1.0

Esputo 2.1 1.0

Pleural 22.0 1.0

Peritoneal 23.9 2.0

Bilis 5.3 2.25

Liquido cefalorraquideo:

Sin meningitis 1.0 4.0
Con meningitis 2.6 2.0
Secrecion prostatica 0.2 1.0-15
Tejido prostatico 5.3 1.0-2.75
Trompas de Falopio 13.6 1.0
Endometrio 111 1.0
Miometrio 5.0 1.0
Hueso 2.6 1.0
Liguido intersticial 16.4 1.0
Piel 4.4 1.0
Fascia 4.4 1.0

Cuando se administra sélo, imipenem es metabolizado en los rifiones por la
dehidropeptidasa |. Los porcentajes individuales de recuperacion de la orina en
varios estudios variaran entre 5y 40% con un promedio de 15 a 20% (Rodloff et
al, 2006). Las dosis de Imipenem varian desde 1 a 4 g/d, sin sobrepasar 50

mg/Kg/dia, repartidos en 3 o 4 dosis, dependiendo de la susceptibilidad del
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germen, la gravedad del caso y la penetracion del antibiotico en la region. En caso
de insuficiencia renal hay que adaptar la posologia segun la depuracion de
creatinina del paciente; y en caso de dialisis se sugiere dar una dosis
suplementaria posterior al procedimiento. Su administracion es mediante infusion
endovenosa lenta en el transcurso de 20 a 30 minutos, para cada dosis mayor de

500 mg, la administracién se realiza en el transcurso de 40 a 60 minutos?.

En la Tabla 1-5 se presenta las dosificaciones de imipenem basadas en un
paciente con funcién renal normal (aclaramiento de creatinina mayor a 70

mL/min/1,73 m?) y peso corporal mayor a 70 kg.

Tabla 1-5. Dosificacion de Imipenem i.v. en adultos con funcién renal normal y peso

corporal 70 kg?.

) ) Dosis Intervalo Dosis
Gravedad de la infeccién o _ o
(mg de imipenem) entre dosis total diaria
Leve 250 mg 6 horas 1g
500 mg 8 horas 15¢g
Moderada
100 mg 12 horas 29
Severa, por gérmenes muy
_ 500 mg 6 horas 29
sensibles
Severa y/o que pone en peligro la
vida, causada por gérmenes 1000 mg 8 horas 39
menos sensibles (principalmente 1000 mg 6 horas 49

algunas cepas de Ps. aeruginosa)

2 Prospecto TIENAM®, 2013
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1.5 Estabilidad del farmaco

La estabilidad del farmaco se define como la capacidad de un producto
farmacéutico, para conservar sus propiedades quimicas, fisicas, microbiologicas y
biofarmacéuticas dentro de limites especificados, a lo largo de su tiempo de
conservacion (OMS, 2000). Existen multiples factores que afectan la estabilidad de
un producto farmacéutico; la interaccion potencial entre el principio activo y
excipientes, el proceso de elaboracion, la forma de dosificacion, sistema de
envases, las condiciones ambientales durante el transporte, almacenamiento y

manipulacion.

Las propiedades que pueden alterarse en un farmaco al verse afectada su

estabilidad y sus potenciales consecuencias son del tipo (Debesa et al, 2004):

e Quimicas: cada ingrediente activo puede variar su integridad quimica y la
potencia declarada.

e Fisicas: pueden alterarse algunas propiedades fisicas originales tales
como la apariencia, uniformidad, disolucién, color, etc.

e Microbiologicas: puede afectarse la esterilidad o la resistencia al
crecimiento bacteriano.

e Terapéuticas: pueden modificarse los efectos terapéuticos esperados.

e Toxicoldgicas: pueden ocurrir formacién de productos toxicos.
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Cuando la estabilidad de un farmaco se altera, este puede sufrir cambios tanto en
su efectividad (debido a que una alteracion podria disminuir la concentracion
sanguinea del principio activo, disminuyendo asi su potencia farmacologica), como
en la seguridad que entrega al paciente (debido a que la modificacion en su
estructura podria generar productos de degradacion toxicos para el paciente)
(Cuervas-Mons et al, 2004; Debesa et al, 2004). Por lo tanto la estabilidad de un

farmaco es un factor que determina la efectividad y seguridad de un tratamiento.

La Tabla 1-6 muestra el periodo de estabilidad de imipenem cuando se
reconstituye con determinadas soluciones para infusiobn y se almacena a
temperatura ambiente o bajo refrigeracion de acuerdo a la informacion entregada

por el proveedor?.

Tabla 1-6. Estabilidad de imipenem reconstituido.

Diluyente Periodo de estabilidad
Temperatura ambiente (25°C) Refrigeracion (4°C)

Cloruro sddico isotonico 4 horas 24 horas
Dextrosa en agua 5% 4 horas 24 horas
Dextrosa en agua 10% 4 horas 24 horas
Dextrosa 5% y CINa 0,9% 4 horas 24 horas
Dextrosa 5% y CINa 0,45% 4 horas 24 horas
Dextrosa 5% y CINa 0,225% 4 horas 24 horas
Dextrosa 5% y CIK 0,15% 4 horas 24 horas
Manitol 5% y 10% 4 horas 24 horas

2 Prospecto TIENAM®, 2013
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Sin embargo, estudios recientes han evidenciado atisbos de inestabilidad quimica
de imipenem en determinadas condiciones. Olivares (2013) validando un método
de monitorizacién farmacocinética de ceftazidima e imipenem encontr6 mediante
la evaluacion de la especificidad que imipenem es termolabil, muy sensible a
hidrdlisis acida, hidrdlisis alcalina, sensible a la oxidacion e inestable a la luz. En
otro estudio de estabilidad de imipenem en mezclas intravenosas (Yoshida et al,
2012) se hall6 que la hidrdlisis de imipenem en solucién acuosa se encuentra
acelerada por el pH, y por concentraciones crecientes de bisulfito de sodio (SBS) y
L-cisteina. También existen antecedentes (Swanson et al, 1986) que estudiaron el
efecto de la temperatura sobre la cinética de degradacién de imipenem en suero

fisiol6gico, evidenciando que existen variaciones de la vida media a 37°C.

Dado al importante rol que cumple imipenem frente a las infecciones de dificil
manejo en la clinica actual, y las evidencias anteriormente expuestas, que
sugieren la existencia de ciertos problemas con respecto a la estabilidad quimica
de imipenem; vy frente a las consecuencias de que esto conllevaria en la
administracion del farmaco, en la efectividad y seguridad de la terapia
antimicrobiana, es que en el presente trabajo se evalu6 la estabilidad de imipenem
bajo condiciones clinicas de administracion, mediante cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC).
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1.6 Validacion y verificacion de un método analitico

Para asegurar que los resultados entregados por un método son confiables, la

validacion de dicho método analitico es un paso fundamental de acuerdo a lo

sefalado por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP).

La validacion de un método analitico busca establecer con fundamento

estadistico, que el método es apropiado para los fines previstos (Merino et al,

2010). En términos generales se establece que el laboratorio debe validar un

método cuando corresponden a:

Métodos no normalizados: corresponden a meétodos desarrollados por
el laboratorio o método nuevos (ejemplo: publicado en revista
cientifica), o bien, a métodos que tradicionalmente se han utilizado en el
laboratorio pero que no estan normalizados.

Método normalizado con una modificacion significativa.

En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validacion menor o

verificacién cuando se trate de:

Métodos normalizados.

Métodos normalizados usados fuera de se alcance propuesto. Ejemplo:
uso en otra matriz.

Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados.

Ejemplo: uso en otros analitos.
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4. Cuando se trate de métodos previamente validados, que haya sufrido
alguna alteracion significativa por lo cual deber volver a evaluarse. Estas
variaciones pueden ser: cambio de equipo, cambio de componentes de
equipo como columnas, detectores, cambio analista, cambio de la matriz
gue contiene la muestra o de nivel de concentracion del analito de interés,

entre otros.

El objetivo de la validacion y la verificacion, es demostrar que el método utilizado
por un laboratorio es adecuado para la aplicacion en la que se propone utilizar,
asi, como también demostrar que las modificaciones que pudieron haberse
realizado no afectan su desempefio, ni la confiabilidad de los resultados por este

entregado.

En caso de tratarse de un método normalizado modificado para la verificacion se
requiere solo realizar aquellas pruebas que indiquen que la variacién realizada no
afecta al ensayo. Como el ensayo realizado corresponde a un método
previamente validado con una modificacion en la matriz que contiene el analito se
debe evaluar los pardmetros de acuerdo a lo recomendado por el ISP (Tabla 1-7)

(Merino et al, 2010).
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Tabla 1-7. Datos requeridos para la validacion segun ISP (Merino et al, 2010).

---Método Cuantitativo---

Cualitativo Normalizado Modificado Nuevo
Especificidad Si No Si Si
Linealidad No Si Si Si
Sensibilidad No SioNo Si Si
Limites Si SioNo Si Si
Precision No Si Si Si
Exactitud No SioNo SioNo Si
Robustez No No SioNo Si
Aplicabilidad Si Si Si Si

De este modo el parAmetro que se evallo en esta tesis corresponde a la

verificacion de la linealidad.

1.6.1 Linealidad

La linealidad de un método analitico es la capacidad de producir una respuesta
gue sea directamente proporcional a la concentracion de analito dentro de un

determinado intervalo (Quattrochi et al, 1992).

Mediante la realizacion de un grafico de concentracion versus respuesta se puede
determinar el rango lineal, normalmente llamada recta de calibrado. Esta se
establece con una cierta cantidad de valores formados por un blanco y los

patrones de trabajos limpios de valor teérico conocido, que cubran el intervalo de
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trabajo. En este sentido se recomienda abarcar valores desde cercano al cero y
valores superiores al Limite Maximo Permitido (LMP) o al valor de interés. El
namero de puntos a analizar es establecido por el analista (en general, se utiliza

un minimo de 4 valores) (Merino et al, 2010).

Los datos obtenidos a partir de la mejor recta son utiles para estimar
matematicamente el grado de linealidad. Debe informarse los estimadores de
regresion lineal: la pendiente (m), el coeficiente de correlaciéon (r) y el punto de

corte (intercepto) con el eje de las Y (a) (Dominguez-Gil y Martin., 1997).

Y=mXx+a

El criterio de aceptacion cualitativo que se usa para determinar la linealidad por lo
general es el coeficiente de correlacion (r), si rtiene un valor cercano a uno 1,
significa que existe correlacion con una probabilidad elevada. Para una curva
de calibracion, es recomendable que el coeficiente de correlacion obtenido sea
mayor o igual a 0,999. Aunque para el caso de trazas se admite un valor igual o

mayor que 0,99 (Merino et al, 2010).

Otro criterio de aceptacion es la prueba t-Student. En donde se desea probar si

existe una correlacion significativa. La hipotesis nula Ho es que no existe

correlacion entre X e Y. Si el valor observado de tcaculado €S mayor que terit, Se
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rechaza la hipoétesis nula Ho, siendo la correlacion lineal significativa con la

probabilidad calculada.

t _ Irly(n=2)
calculado — ﬁ

Donde:

tcalculado = Valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion
[r] = Valor absoluto del coeficiente de correlacion
n — 2 = Numero de grados de libertad

r2 = Valor del coeficiente de determinacion
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2 HIPOTESIS

El manejo adecuado de las condiciones ambientales (temperatura y luminosidad),
habituales en la préactica clinica durante la administracion de imipenem, mejoran la
estabilidad del farmaco e incidirian positivamente en la efectividad y seguridad de

la terapia antimicrobiana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la estabilidad de imipenem en condiciones ambientales (temperatura y
luminosidad), habituales de administracion utilizadas en la practica clinica,

mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

3.2 Objetivos especificos

1. Verificar la metodologia analitica para medir imipenem, a partir de un
método ya validado en la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Valparaiso.

2. Establecer las variables que determinan las condiciones clinicas en las que
se administra y afecta el imipenem como temperatura, exposicién a la luz y

tipo de disolucién.

3. Evaluar estrategias de accion que incidan positivamente en la estabilidad

de imipenem en condiciones habituales en la practica clinica.
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4

MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Imipenem

o Lab-1: Inem® Laboratorio Chile 1 g (500 mg imipenem, 500 mg
cilastatina).

o Lab-2:Ethanem® Laboratorio Ethon Pharmaceuticals 1 g (500 mg
imipenem, 500mg cilastatina).

o Lab-3: Imipenem + Cilastatina Laboratorio Kabi 1 g (500 mg
imipenem, 500 mg cilastatina).

o Lab 4:Tienam® Laboratorio Merck Sharp & Dohme 1g (500 mg

imipenem, 500 mg cilastatina).

Agua Ultra pura calidad HPLC.

Metanol calidad HPLC (Merck, USA).

Suero Fisiolégico (cloruro sédico al 0.9%) Fresenius Kabi 100 mL solucién
para perfusion.

Suero glucosado (dextrosa al 5%) Fresenius Kabi 100 mL solucion para

perfusion.
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4.2 Materiales de laboratorio

Vasos precipitados 100, 250, 500 mL (Material de vidrio clase A).

¢ Filtros de membrana de acetato de celulosa, tamafio de poro 0,2 um.
e Jeringas de plastico desechables de 10 mL.

e Probeta graduada de 200, 500 y 1000 mL.

e Tubos Eppendorf 1,5 mL.

e Jeringa HPLC 50 pyL Hamilton 80565.

e Micropipeta 100, 1000 pL.

e Guantes desechables de latex.

4.3 Instrumentos y equipos

e Equipo HPLC Jasco PU 2087 Plus.

e Detector UV-Visible Jasco con lampara de deuterio modelo UV- 2075 plus.

e Bomba cuaternaria Jasco modelo PU-2089 plus.

e Columna HPLC KYA TECH HIQ sil C18HS tamafio de particular 5um y
tamafo de poro de 100 A.

e Balanza analitica digital Denver Instrument Company® modelo AA200. 120
+0.0001 g.

e Medidor de pH Hanna Instrument® modelo HI9321.

e Agitador magnético

e Barfio de ultrasonido.
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e Manta calefactora Thermo electron modelo Hot pocket.
e Shaking Incubator modelo Labtech LSI-3016A

e Refrigerador.

4.4 Metodologia

La metodologia para la realizacion del presente trabajo se efectlio de acuerdo a

las siguientes etapas:

4.4.1 Determinaciéon de laidoneidad del sistema

La determinacion de la idoneidad del sistema es un conjunto de ensayos que se
efectian para demostrar que un sistema es adecuado para una metodologia
analitica determinada (ICH, 2005). Se considera como parte integral del
procedimiento de andlisis y requisito previo a su realizacion del ensayo analitico.
Los parametros de idoneidad no son parte integral de la validacién o verificacion,
sin embargo, son considerados dentro de las buenas préacticas de laboratorio

(USP 35, 2012).

Los parametros cuantitativos que indican la eficiencia e idoneidad de una columna

cromatograficas son:
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Numeros de platos tedricos (N): cortes o rodajas imaginarias en que se
divide una columna cromatografica, donde se consigue un equilibrio
transitorio antes de que la fase movil avance hacia el siguiente plato,
equivalente a un corte (Quattrochi et al, 1992). La eficiencia de una
columna cromatografica y por lo tanto su poder separativo se mide en
funcién de su numero de platos tedricos. También es una medida de la
definicion de los picos, que es importante para detectar trazas de

componentes (USP 35, 2012).

Factor de asimetria (As): medida de la asimetria de un pico cromatografico.
Los valores cercanos a 1 indican picos simétricos y, el valor aumenta
cuando la asimetria es mas pronunciada. Cuando esto ocurre, la
integracion y la precision se vuelven menos confiables (Quattrochi et al,

1992).

Los valores limites propuestos aparecen en la Tabla 4-1 (USP 35, 2012).

Tabla 4-1. Valores limites establecidos de los parametros de idoneidad del sistema.

Parametro Valor limite
Numeros de platos
. N=2000
teoricos (NTP)
Factor de asimetria As As<2
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4.4.2 Verificacion del método HPLC

Para realizar el estudio de la cinética de degradacion de imipenem en condiciones
clinicas de administracibn mediante cromatografia liquida de alta resolucidon
(HPLC), fue necesario verificar el método validado por Olivares (2013). Esto
debido al cambio de matriz en las muestras del método (suero fisioldgico y suero
glucosado 5%) para el presente ensayo con respecto al método validado (buffer
fosfato pH 7), y con el fin de demostrar que la alteracion realizada no afecta al

ensayo. Para verificar el método se evaluo el parametro de linealidad.

4.4.3 Soluciéon estandar curva de calibrado HPLC

Se prepard una solucién de imipenem de 1000 ppm en un volumen de 25 mL en
buffer fosfato 0.1N pH 7, suero fisiolégico (cloruro sédico 0.9%) y suero glucosado
(dextrosa al 5%). Los estandares de trabajo fueron preparados diariamente por
dilucién de la solucion estandar en buffer fosfato 0,1 N pH 7, suero fisiologico y
suero glucosado 5% segun corresponda. Este rango de concentraciones se
determina segun las concentraciones esperadas luego de dosis terapéuticas

obtenidas en la literatura (Flores et al, 1998)
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4.4.4 Condiciones cromatograficas

El estudio de la estabilidad de imipenem se realiz6 por cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC), bajo las condiciones presentadas en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Condiciones cromatografias para la determinacibn de imipenem por

cromatografia liquida (HPLC).

Imipenem
Fase Movil Buffer fosfato 0,1 N/Metanol (60/40)
Temperatura 35°C
Flujo 0,8 mL/min
pH fase movil 7,00 £ 0,05
Tipo de Columna C18
Longitud de onda de trabajo 313 nm

Previo a la inyeccién de las muestras, la columna se equilibra durante 30-45 min

con la fase movil.
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44.4.1 Linealidad

La linealidad de un método analitico describe la proporcionalidad entre la
concentracion del analito y su respuesta. Para la determinacion de esta, se
preparé una serie de 8 concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400 y 600
ppm de Imipenemcas-1, Imipenemcas-2 € Imipenemcas-3 en buffer fosfato 0,1N pH 7,
suero fisioldgico (cloruro sédico al 0.9%) y suero glucosado (dextrosa al 5%) a

partir de una solucion estandar.

Cada concentracion se inyectd por triplicado obteniéndose un total de 24
inyecciones para cada curva. La determinacion se realizé en condiciones de
repetibilidad, es decir, nico analista, mismo instrumento y reactivos, mismo dia y
cortos intervalos de tiempo entre cada analisis. Se determinaron los coeficientes
de correlacién y el grado de significaciébn con una tabla de prueba de coeficiente

de correlaciéon (Quattrochi et al, 1992).
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4.4.5 Cinética de degradacion

Consiste en la determinacion de las variables ambientales clinicas de
administracion de imipenem, las cuales fueron: temperatura, exposicion a la luz y
tipo de solucién inyectable. ElI ensayo se realizO6 combinando las variables

expuestas en la Tabla 4-3

Tabla 4-3. Condiciones en las que se realizé el ensayo de cinética de degradacion para

imipenem.

Suero fisiolégico Suero glucosado

P E P E

25°C Condicién 1 Condicién 2 Condicién 5 Condicién 6
Temperatura

35°C Condicién 3 Condicién 4 Condicién 7 Condicién 8

P: Protegido de la luz; E: Expuesto a la luz

Para cada condicion se prepard una solucion de Imipenemcas-4 de 4 mg/mL en 100
mL de acuerdo a la concentracion de imipenem una vez reconstituido (para una
dosis de 1 g en 250 mL de solucion) la cual se dividié en 5 frascos de 20 mL cada
uno, en donde se determind la concentracion de imipenem, retirando un frasco a

tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 min. La determinacién de imipenem se realizd previa
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dilucion de las muestras (factor de dilucion= 80). Las inyecciones a cada tiempo

fueron realizadas en triplicado, de manera inmediata una de la otra.
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5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Determinacion de laidoneidad del sistema

Los resultados obtenidos para los parametros de idoneidad (Tabla 5-1), cumplen
con los valores limites establecidos, por lo que se demuestra que el sistema es

adecuado para la metodologia analitica a utilizar.

Tabla 5-1. Parametros de idoneidad obtenidos y valores limites establecidos.

Parametro Resultados Valor limite Cumple
NTPbufter : 2437,13

NUumeros de platos NTPse :2149,86 .

. N2>2 S

teéricos (NTP) NTPsc : 2128,44 000 '
ASbuffer ; 1,84

Factor de asimetria As Asse 1,93 As=<2 Si
ASSG . 1,76

5.2 Verificacion del método

En el presente trabajo se efectué una modificacion del método validado por
Olivares (2013) para la determinacion de imipenem, que consisti6 en cambiar
matriz buffer fosfato 0.1 N pH 7 por suero fisiolégico y suero glucosado al 5%. Esto
considerando que ambos sueros son recomendados en la practica clinica para

reconstituir y administrar imipenem por infusion endovenosa.
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Para todas las matrices se realizaron las siguientes pruebas con el fin de

demostrar que la modificacion del solvente no afecta al ensayo.

5.2.1 Parametro de Linealidad

Para evaluar este parametro se analizaron las areas cromatogréficas de las curvas
de calibrado estandar de imipenem y como estas se ven influenciada por los
cambios en la matriz de la muestra y en los cambios de reactivos (distinto

laboratorio proveedor).

A partir de una solucién de Imipenem de 1000 ppm, se prepararon 8
diluciones del farmaco a concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100, 200, 400 y 600
ppm, en donde cada concentracion se leyo por triplicado (Anexo 8A). El analisis
fue realizado con imipenem de 3 laboratorios distintos en las distintas matrices.

Los resultados de la regresion lineal para imipenem de Imipenemias-1 (Tabla 5-2)
se ajustan a un modelo lineal en el intervalo de concentraciones comprendidas
entre 20 y 600 ppm tanto en buffer fosfato 0.1 N, suero fisiol6gico y suero
glucosado, ya que la linealidad se ve comprobada al analizar los valores de
coeficiente de correlacion mudltiple. Se plantea que para que el método se
considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser mayor a 0,99 cuando se
trata de trazas (Merino et al, 2010). Ya que el sistema cumple los requisitos de
linealidad para cada condicion evaluada, se dice que existe una proporcionalidad

entre la concentracion del analito y su respuesta.
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Tabla 5-2. Prueba de linealidad para Imipenemag-1.

Resultados Imipenemcag-1.
Buffer fosfato 0.1N Suero fisiolégico Suero glucosado 5%
Ecuacion de larecta | Y =0,7436*X + 11,94 Y =1,028*X + 1,210 Y =0,9266*X + 18,57
Coeficiente de
y o 0,9945 0,9978 0,9999
correlacién maltiple
) 0,7436 + 0,04444 1,028 + 0,04267 0,9266 + 0,02417
Pendiente (p-value)
(< 0,0001) (< 0,0001) (< 0,0001)
Intercepcion
11,94 (0,1561) 1,210 (0,8570) 18,57 (0,0241)
(p-value)
p-value entre
) <0,0001
pendientes

Para determinar si la correlacion lineal es significativa, se realizo un test t de
Student siendo la hipotesis nula que no existe correlacion lineal. En este caso el
trabulado resulto ser de 2,447 establecido para n-2 grados de libertad y un nivel de
confianza del 95% y un nivel de significancia estadistica, a = 0,05, y tcalculado para
Inem® en buffer fosfato, suero fisioldégico y suero glucosado resulto ser de 23,23,
37,27 y 173,9 respectivamente; lo que se interpreta de la siguiente manera: al ser

tcalculado > ttabulado €N las 3 condiciones, entonces se rechaza la hipotesis nula de no
linealidad, y esto indicaria que existe una correlacién lineal para Imipenemcas-1
tanto en buffer fosfato 0,1 N, como en suero fisioldégico y suero glucosado al 5%,
esto se ve reflejado en el p-value que fue p < 0,0001 en cada caso, lo que indica

gue es extremadamente significativo.
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Por lo tanto la respuesta del equipo fue significativamente lineal, es decir,
directamente proporcional en el rango de concentraciones desde 20 ppm hasta
600 ppm para Imipenemias-1 en buffer fosfato 0,1 N, suero fisiologico y suero
glucosado al 5%. Sin embargo al comparar las 3 pendientes entre si (p-value entre
pendientes) se obtiene que las diferencias son extremadamente significativas, por

lo tanto las rectas son distintas entre si.

Los resultados de la regresion lineal para Imipenemcas-2 (Tabla 5-3) se ajustan a
un modelo lineal en el intervalo de concentraciones comprendidas entre 20 y 600
ppm tanto en buffer fosfato 0,1 N, suero fisiologico y suero glucosado al 5%, ya
que la linealidad se ve comprobada al analizar los valores de coeficiente de
correlacion multiple que son 0,9968, 0,9969 y 0,9982 respectivamente. Se plantea
gue para gque el método se considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser
mayor a 0,99 cuando se trata de trazas (Merino et al, 2010). Ya que el sistema
cumple los requisitos de linealidad para cada condicion evaluada, se dice que

existe una proporcionalidad entre la concentracion del analito y su respuesta.
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Tabla 5-3. Prueba de linealidad para Imipenemag-2

Imipenemcas-2

Resultados — -
Buffer fosfato 0.1N Suero fisiolégico Suero glucosado 5%
Ecuacion de la recta Y =0,6974*X + 12,87 | Y =0,8283*X + 14,97 | Y =0,8384*X + 22,92
Coeficiente de
y - 0,9968 0,9969 0,9982
correlacién maltiple
) 0,6974 + 0,02108 0,8283 £ 0,02916 0,8384 + 0,01867
Pendiente (p-value)
(< 0,0001) (< 0,0001) (< 0,0001)
Intercepcion
12,87 (0,04735) 14,97 (0,1316) 22,92 (0,0019)
(p-value) ! '
p-value entre
] < 0,0001
pendientes

Para determinar si la correlacidon lineal es significativa, se realizo un test t de
Student siendo la hipotesis nula que no existe correlacion lineal. En este caso el
trabulado resulto ser de 2,447 establecido para n-2 grados de libertad y un nivel de
confianza del 95% y un nivel de significancia estadistica, a=0,05, y tcaiculado para
Imipenemvas-2 en buffer fosfato, suero fisioldgico y suero glucosado resulto ser de
14,5, 13,4 y 14,7 respectivamente. Al ser tcaiculado > ttabulado €N las 3 condiciones,
entonces se rechaza la hipotesis nula de no linealidad y esto indicaria que existe
una correlacion lineal para Imipenemcas-2 tanto en buffer fosfato 0,1 N, como en
suero fisiolégico y suero glucosado al 5%, esto se ve reflejado en el p-value que

fue < 0,0001 en cada caso, lo que indica que es extremadamente significativo.

Por lo tanto la respuesta del equipo fue significativamente lineal, es decir,

directamente proporcional en el rango de concentraciones entre 20 ppm y 600
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ppm para Imipenemcas-2 en Buffer fosfato 0,1 N, suero fisiolégico y suero
glucosado al 5%. Sin embargo al comparar las 3 pendientes entre si (p-value entre
pendientes) se obtiene que las diferencias son extremadamente significativas, por

lo tanto las rectas son distintas entre si.

Los resultados de la regresion lineal para Imipenemcas-3s (Tabla 5-4) se ajustan a
un modelo lineal en el intervalo de concentraciones comprendidas entre 20 y 600
ppm tanto en buffer fosfato 0,1 N, suero fisiolégico y suero glucosado, ya que la
linealidad se ve comprobada al analizar los valores de coeficiente de relacion r que
son 0,9994, 0,9992 y 0,9995 respectivamente. Se plantea que para que el método
se considere lineal, el coeficiente de correlacién debe ser mayor a 0,99 cuando se
trata de trazas (Merino et al, 2010). Ya que el sistema cumple los requisitos de
linealidad para cada condicion evaluada, se dice que existe una proporcionalidad

entre la concentracion del analito y su respuesta.

Para determinar si la correlacién lineal es significativa, se realiz6 un test t de
Student siendo la hip6tesis nula que no existe correlacion lineal. En este caso el
trabulado resultd ser de 2,447 establecido para n-2 grados de libertad y un nivel de
confianza del 95% y un nivel de significancia estadistica, a=0,05, y tcaiculado para
Imipenemcas-3 en buffer fosfato, suero fisioldgico y suero glucosado resulto ser de
70,7, 55,8 y 40,3 respectivamente. Al ser tcalculado > tiabulado €N las 3 condiciones,
entonces se rechaza la hipotesis nula de no linealidad y esto indicaria que existe

una correlacion lineal Imipenemcas-3 tanto en buffer fosfato 0,1 N, como en suero
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fisiolégico y suero glucosado al 5%, esto se ve reflejado en el p-value que fue <

0,0001 en cada caso, lo que indica que es significativo. Al comparar las 3

pendientes entre si (p-value entre pendientes) se obtiene que las diferencias no

son significativas, por lo tanto se puede decir que las pendientes no son

significativamente diferentes, sin embargo sus interceptos poseen diferencias

significativas ( p-value = 0,3723).

Tabla 5-4. Prueba de linealidad para Imipenemag-3

Resultados

Imipenemcas-3

Buffer fosfato 0.1N

Suero fisiolégico

Suero glucosado 5%

Ecuacion de la recta

Y =1,035*X - 0,8011

Y =1,120*X + 2,580

Y =1,068*X + 13,01

Coeficiente de
correlacién maltiple

0,9994

0,9992

0,9995

Pendiente (p-value)

1,035 + 0,01128
(< 0,0001)

1,120 + 0,03797
(< 0,0001)

1,068 + 0,02447
(< 0,0001)

Intercepcion

(p-value)

0,811 (0,8194)

2,580 (0,4300)

13,01 (0,0749)

p-value entre

pendientes

0,282

En resumen, se puede concluir mediante los datos obtenidos que la respuesta del

equipo fue significativamente lineal, es decir,

directamente proporcional en el

rango de concentraciones entre 20 ppm y 600 ppm para imipenem de laboratorio

Imipenemcras-3 fosfato 0.1 N, suero fisiolégico y suero glucosado al 5%.
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5.2.2 Influencia de la matriz

Como se evidencio anteriormente cada curva presentd una respuesta lineal para
el método analitico, no obstante en la Figura 5-1, que expone las graficas
correspondientes a la regresion lineal de imipenem de cada laboratorio bajo el
efecto matriz, se observa un efecto del tipo multiplicativo (Quattrochi et al, 1992),

esto significa que el efecto matriz afecta a las pendientes obtenidas de las rectas.

800 1
- 600
=]
<
E 4004
©
2
<
200 A 4
04— T T T 1
0 200 400 600 800
ppm
Efecto matriz en Imipenemcas-1
600 800 7
~ 600
) =
< <
£ E 400 - =
g
z <
< 200
. o4 T T T 1
0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
ppm ppm
Efecto matriz en Imipenemcas-2 Efecto matriz en Imipenemias-3

-8~ Buffer fosfato 0,1N pH 7 -8 Suero Fisiolégico =4 Suero Glucosado al 5%

Figura 5-1. Efecto de la matriz en Imipenemgiag-1, Imipenemcag-> € Imipenemcag-z.en un

rango de concentraciones de 20 a 600 ppm.
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Se puede observar que existen diferencias extremadamente significativas al

comparar las pendientes de cada matriz (para un mismo laboratorio). Sin embargo

lado se obtienen diferencias no significativas en las pendientes de cada matriz, si

la regresion lineal para imipenem en buffer se realiza para las concentraciones de

20 hasta 200 ppm. (Tabla 5-5).

Tabla 5-5. Variacién de pendientes de acuerdo al rango de concentraciones incluidas en

la regresion lineal.

Imipenemcas-1

Imipenemcas-2

Imipenemcas-3

Rango (ppm)

Pendiente (m)

Buffer 20-200 0,9213 0,8090 0,963
fosfato 20-600 0,7436 0,6974 1,0345
Suero
o 20-600 1,028 0,8283 1,12
fisiolégico
Suero
20-600 0,9226 0,8384 1,068
glucosado
p-value 20-200 0,0680 0,9799 0,3377
p-value 20-600 <0,0001 < 0,0001 0,282
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De acuerdo a lo anterior, se puede decir que el efecto de la matriz es menor a un

rango de concentracion comprendido entre 20 a 200 ppm, lo que se ilustra en la

Figura 5-2.
300 A
A
S 2004
< |
£
©
o
< 100
’
0+ T T T 1
0 50 100 150 200
ppm
Efecto matriz en Imipenemgas-1
3007 300
—~ —~ [
=) =) 200+
< <
E E
© ©
o o
b < 100
0": T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
ppm ppm
Efecto matriz en Imipenempas-2 Efecto matriz en Imipenemyas-3

-8~ Buffer fosfato 0,1N pH 7 -# Suero Fisiolégico =4 Suero Glucosado

Figura 5-2. Efecto de la matriz en Imipenemcag-1, Imipenemeas-2 € Imipenemcag.s para un

rango de concentraciones de 20 a 200 ppm.
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5.2.3 Influencia del laboratorio proveedor

Como se demostré anteriormente el método analitico presenta una respuesta
lineal independientemente si el analito se encuentra en una solucion buffer fosfato
0,1 N pH 7, suero fisiologico o suero glucosado al 5%. No obstante en la Figura 5-
3, se expone la gréfica de la regresion lineal de imipenem de 3 laboratorios
farmacéuticos con la regresion lineal de los datos de imipenem (Imipenemcas-L)
obtenidos de la tesis de Olivares (2013), en la cual se observa una mayor
pendiente de Imipenemcas-L con respecto a las otras y un p-value que permite
corroborar que al comparar estas 4 pendientes se obtienen que los datos poseen
diferencias extremadamente significativas, en contraste al comparar solo los 3
laboratorios utilizados en el presente estudio se observa un p-value que indica que
las pendientes no son significativamente distintas (Tabla 5-6). Esto se puede
considerar un efecto de tipo multiplicativo, en donde la influencia del laboratorio

genera un efecto matriz que afecta a las pendientes obtenidas de las rectas.

Tabla 5-6. Variacion de pendientes de la regresion lineal en buffer fosfato 0,1 N pH 7 de

acuerdo al laboratorio proveedor.

Imipenem Imipenem Imipenem Imipenem
LAB-1 LAB-2 LAB-3 LAB-R
Pendiente (m) Promedio CV (%) p-value p-value
Buffer
fosfato 0,9213 0.8090 0,963 0,94215 3% 0,0614 1,3169 <0,0001
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ppm

Influencia de laboratorio proveedor en buffer fosfato 0,1 N pH 7
-8~ Imipenemiag1 - Imipenemiag> == Imipenemiags Imipenem _ag-L

Figura 5-3. Comparacién entre las curvas de calibrado de imipenem de distintos

laboratorios en buffer fosfato 0,1 N pH 7.

En la Figura 5-4 se expone las graficas de la regresion lineal de Imipenemcas-1,
Imipenemias-2 € Imipenemias-3, en las cuales se observa la variacion de las
pendientes entre laboratorio en solucion buffer fosfato 0,1 N pH7, suero fisiolégico
y en suero glucosado al 5%. De acuerdo a las pendientes obtenidos de la
regresion lineal (Tabla 5-7), se puede decir que existen variaciones, en donde la
mayor variabilidad se observa entre laboratorios en suero fisiolégico y en suero
glucosado al 5%. Por otra parte se puede apreciar que Imipenemcas-2 €s el que

obtiene las rectas con menor valor de pendientes.
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Tabla 5-7. Variacion de pendientes de la regresion lineal en buffer fosfato 0,1 N pH 7,

suero fisioldgico y suero glucosado, segun laboratorio proveedor.

Imipenem  Imipenem Imipenem

LAB-1 LAB-2 LAB-3
Pendiente (m) Promedio CV (%) p-value
Buffer fosfato 0,9213 0,8090 0,9630 0,9422 3% 0,614
Suero fisiolégico 1,028 0,8283 1,120 0,9921 15% 0,0019
Suero
0,9226 0,8384 1,068 0,9430 12%  0,0003
glucosado

300

Area

0 50 100 150 200 250
ppm

Influencia de laboratorio proveedor en buffer fosfato 0,1 N pH 7
800 1 800 -
600

400+

Area
Area

200 A

200 400 600 800 200 400 600 800

-2004 ppm -200 ppm
Influencia de laboratorio proveedor Influencia de laboratorio proveedor en
en suero fisiolégico suero glucosado

-~ Imipenemag.1 =M= Imipenem ag.> == Imipenem sg-3

Figura 5-4. Comparacion entre las curvas de calibrado de imipenem de distintos

laboratorios en suero fisiolégico y suero glucosado al 5%.
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De acuerdo a lo anterior es posible afirmar que existe un efecto entre las

pendientes de las curvas de calibrado por influencia del laboratorio proveedor.

5.3 Curvade calibrado

Para la determinacion de imipenem se prepard una solucion de Imipenemcas-4 de
1000 ppm en un volumen de 25 mL en buffer fosfato 0.1N pH 7, suero fisioldgico y
suero glucosado al 5%, de donde se prepararon estandares de trabajo a 20, 40,

60, 80, 100 y 200 ppm.

Se realiz6 la regresion lineal con los promedios de las areas obtenidas a cada
concentracion (Anexo 8-B). En la Figura 5-5 y Figura 5-6 se muestran las curvas

de calibrado de Imipenemias4 en suero fisioldgico y en suero glucosado

respectivamente.
150
S 100-
<
E
©
(O]
< 50 1 y = 0,4960x + 5,272
r’=0,9997
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

ppm

Figura 5-5. Regresion lineal de curva de calibrado Imipenemag-4 en suero fisioldgico.
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Figura 5-6. Regresion lineal de curva de calibrado Imipenemcag.s €n suero glucosado.

5.4 Cinética de degradacion en condiciones clinicas de administracion

Se realizdé un estudio de la estabilidad de imipenem en condiciones ambientes
frecuentes en la practica clinica de administracion del medicamento. Considerando

los factores de temperatura, exposicion a la luz y solucién de reconstitucion.

Los resultados se obtuvieron mediante interpolacion de la curva de calibrado
(Anexo 8-C), los cuales se exponen con fin de facilitar su analisis, como
porcentajes de la concentracion de imipenem a tiempo cero para cada condicién

(Tabla 5-8).
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Tabla 5-8. Cinética de degradacion de imipenem bajo 8 condiciones de estudio.

Condiciébn 1 Condiciéon 2 Condicién 3 Condiciéon 4

Imipenem en SF 25°C - P 25°C - E 35°C-P 35°C - E
Tiempo (min) Porcentaje de concentracidn respecto concentracion a TO
0 100% 100% 100% 100%
15 100% 100% 102% 93%
30 98% 102% 101% 95%
45 99% 98% 100% 95%
60 98% 94% 97% 87%

Condiciébn 5 Condicion 6 Condicién 7 Condici6n 8

Imipenem en SG (5%) 25°C - P 25°C - E 35°C - P 35°C - E
Tiempo (min) Porcentaje de concentracion respecto concentracion a TO

0 100% 100% 100% 100%

15 98% 101% 97% 99%

30 97% 99% 102% 93%

45 96% 101% 101% 97%

60 98% 99% 95% 86%

(SF): suero fisiolégico, (SG): suero glucosado, (P): protegido de la luz, (E): expuesto a la luz, (TO): tiempo
cero.

Se puede apreciar en la Tabla 5-7 que para todas las condiciones de estudio una
vez transcurrido 60 minutos, imipenem no logra conservarse al 100% de su
concentracion inicial (Co), sin embargo, destaca la condicion 4 y la condicion 8, en

donde la concentracion de imipenem a 60 minutos (Ceo) N0 alcanza a mantener el

90% de Co.

Al comparar la grafica A (condiciones 3, 4, 7 y 8) con respecto a la grafica B
(condiciones 1, 2, 5y 6) de la Figura 5-7 se observa el efecto de la temperatura

sobre imipenem en suero fisioldgico y suero glucosado al 5%, en donde se



observa una menor concentracion del farmaco al cabo de 60 minutos cuando este

fue sometido a 35°C.
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Figura 5-7. Efecto de la temperatura (A: 35°C, B: 25°C) sobre imipenem en suero
fisiol6gico y suero glucosado al 5%.

Al comparar la grafica A (condiciones 2, 4, 6 y 8) con respecto a la gréfica B

(condiciones 1, 3, 5y 7) de la Figura 5-8 se observa el efecto de la luz sobre

imipenem en suero fisioldgico y suero glucosado al 5%, y se destaca una menor

concentracion del farmaco al cabo de 60 minutos cuando este fue expuesto a la

luz.
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Figura 5-8. Efecto exposicion a la luz y proteccion de la luz en imipenem en suero
fisiolégico y suero glucosado al 5%.

Al analizar el efecto de la temperatura y la exposicién a la luz sobre imipenem, se
puede observar como estos factores repercuten negativamente sobre la
estabilidad del farmaco, como lo evidencian las condiciones 4 y 8, en donde se
conjugaron una alta temperatura junto a la exposicion a la luz, siendo
evidentemente estas condiciones en donde se ve mayormente afectada la
estabilidad de imipenem, sin embargo destaca particularmente lo observado al
proteger el farmaco de la luz, en donde pese a estar sometido a 35°C durante una
hora, este posee una Ceo por sobre el 95% de Co. Por otro lado al evaluar el efecto
de la solucién en la cual se reconstituye el farmaco, no se logra observar una clara
tendencia con respecto al medio en cual imipenem vea favorecida su estabilidad.
Se controlo el pH de imipenem reconstituido (pH promedio = 5,5 en suero
fisiolégico y pH promedio = 4,6) no registrandose variaciones a T60 respecto a TO.

Lo anteriormente expuesto se ve respaldado al someter los datos a un analisis

51



factorial 2k, en donde se obtiene que los factores que influencian los resultados
son temperatura, exposicion a la luz y temperatura con exposicion a la luz a la vez,

y no asi los factores que involucran el tipo de solucion.

De cualquier modo el hecho que imipenem no logre mantener su concentracion
inicial bajo las condiciones de estudio dentro de un lapso de tiempo de 60 minutos,
(tiempo en el cual se administra la dosis correspondiente a 1 g del farmaco), es de
gran importancia, ya que imipenem pertenece al tipo de antibidticos cuyo
mecanismo de accidn es tiempo-dependiente. Es decir, su éxito terapéutico esta
condicionado a mantener concentraciones plasmaticas del antibiético por encima
de la CIM determinada para el microorganismo infectante, durante el mayor
tiempo posible inter-dosis; por lo tanto, una menor dosis a la estimada podria tener
como consecuencia concentraciones plasmaticas del farmaco por debajo de la
CIM o por menos tiempo del estimado. Este hecho eventualmente podria no tan
solo tener consecuencias negativas para el paciente (fracaso terapéutico), sino
que también a la comunidad, ya que al someter al microorganismo al antibiético en
concentraciones bajo la CIM podria eventualmente desarrollar resistencia al

antibiético, generando un problema del tipo epidemiolégico.

En el presente estudio no se detectaron productos de degradacion de imipenem
en ninguna de las condiciones estudiadas mediante el método utilizado, sin
embargo aquello no significa que estos no se encuentren. De acuerdo a la

literatura (Mendez R. et al, 1991; Smith G.B. et al, 1990) el producto de
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degradacion principal de los carbapenémicos corresponde a la estructura con la

abertura del anillo B lactamico (Figura 5-9) (Ratcliffe R.W. et al, 1989).

HO S
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HO
Figura 5-9. Esquema de la principal via de degradacion de los carbapenémicos.

Es probable que este y otros productos de degradacion se encuentren presente
durante la administracion de imipenem por via endovenosa, por lo que resulta
importante la evaluacién de posibles efectos téxicos que alguna de estas
estructuras pudiese presentar. En relacién a lo anterior y tomando en cuenta que
la dosificacion utilizada en el presente trabajo es la indicada a pacientes que
poseen una infeccion severa, y que sea causada por organismos menos sensibles
a otros antibidticos, es que resulta fundamental estudiar y analizar a futuro cémo
una administracion sobreestimada de imipenem afecta la efectividad del

tratamiento, y las medidas a tomar al respecto para lograr una administracion de
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imipenem en condiciones en donde se vea favorecida su estabilidad y como la

posible administracion de productos de degradacion de imipenem, pueden

repercutir en la seguridad de la terapia antimicrobiana.

Finalmente y de acuerdo a la evidencia del efecto de los factores
evaluados y presentes en las condiciones habituales de practica clinica,
es que se recomienda tomar algunas medidas para mejorar las
condiciones de administracion de imipenem como por ejemplo proteger de
la luz durante la administracion, y en lo posible, manejar temperaturas
ambientales menor a los 35°C. De esta manera podemos aumentar su
estabilidad, y por ende mejorar la efectividad y seguridad de la terapia

antimicrobiana.
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6 CONCLUSION

Se logré la verificacion de la metodologia analitica para la determinacion de
imipenem en suero fisiolégico y en suero glucosado al 5% mediante HPLC.

Los factores de luminosidad y temperatura en condiciones habituales en la
practica clinica afectan la estabilidad de imipenem durante su administracion. Sin
embargo el tipo de solucién (suero fisiologico o suero glucosado al 5%) no se
distingue claramente como un factor determinante en la estabilidad de imipenem.
Las medidas de proteccibn de imipenem a los factores de luz temperatura,
favorecen su estabilidad mientras este se administra, incidirian positivamente en la
efectividad y seguridad de la terapia antimicrobiana.

La realizacibn de este tipo de estudios por parte del profesional quimico
farmacéutico permite la compatibilizacién de dos grandes areas de su quehacer;
ya gue otorga una respuesta de tipo analitica a los problemas de practicas clinicas

habituales de administracion de antimicrobiano en nuestros hospitales.
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8 ANEXOS

8.1 Anexo A: linealidad

Tabla 8-1. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemyag-1.en buffer fosfato 0,1 N

pH 7.
Concentracion Al A2 A3 Promedio Desv,iacic'm Coefi(?ier'l'fe
(ppm) Estandar de variacion
0 4.9 4.8 5,2 4,97 0,21 4%
20 24 19,4 20,3 21,23 2,44 11%
40 40,6 41,3 39,9 40,60 0,70 2%
60 48,4 435 48,9 46,93 2,98 6%
80 66 56,1 64,7 62,27 5,38 9%
100 110 48,3 114,3 90,87 36,93 41%
200 206 208,5 153,6 189,37 31,00 16%
400 289,6 3653 3365 330,47 38,21 12%
600 300,3 4419 566,3 436,17 133,09 31%

Tabla 8-2. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemyag-1.€n suero fisioldgico.

Concentracién Al AD A3 Promedio Desv,iacic’m Coefigier?t,e
(ppm) Estandar de variacion
0 3,60 4,30 3,90 3,93 0,35 9%

20 27,30 27,50 24,40 26,40 1,73 7%

40 51,20 50,70 52,10 51,33 0,71 1%

60 74,40 72,10 57,30 67,93 9,28 14%

80 49,20 64,40 105,40 73,00 29,07 40%
100 117,70 102,40 101,40 107,17 9,14 9%
200 172,20 136,06 221,80 176,69 43,05 24%
400 423,20 426,10 442,90 430,73 10,64 2%
600 552,40 766,60 525,90 614,97 131,99 21%
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Tabla 8-3. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemag-1.en suero glucosado.

Concentracion Al A2 A3 Promedio Desvjacién Coefigier.]t,e
(ppm) Estandar de variacion

0 16,5 15,1 14,6 15,40 0,98 6%

20 33,4 31,5 32,2 32,37 0,96 3%

40 48,8 54,8 50,2 51,27 3,14 6%

60 68,8 63,1 76,7 69,53 6,83 10%

80 88 80,6 86,9 85,17 3,99 5%

100 1054 1034 118 108,93 7,92 7%

200 233 228,7 238,2 197,62 49,03 25%

400 392,7 441 377,8 370,38 72,15 19%

Tabla 8-4. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemiag2en buffer fosfato 0,1 N

pH 7.
Concentracion A1 A2 A3 Promedio  Desviacion  Coeficiente
(ppm) Estandar de variacion
0 7 9,5 6,4 7,63 1,64 22%
20 19,6 24,6 20,1 21,43 2,75 13%
40 36,4 37,2 36,8 36,80 0,40 1%
60 48,4 55,1 41,3 48,27 6,90 14%
80 63,3 67,6 70 66,97 3,39 5%
100 87,4 100,1 79 88,83 10,62 12%
200 182 199,5 120,4 167,30 41,55 25%
400 261,2 332,9 338 310,70 42,94 14%
600 368,9 430,2 443,1 414,07 39,64 10%
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Tabla 8-5. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemiag-2.en suero fisiolégico.

Concentracion Al A2 A3 Promedio Desvjacién Coefigier.]t,e

(ppm) Estandar de variacion
0,00 4,30 4,70 4,30 4,43 0,23 5%

20,00 15,30 24,40 32,00 23,90 8,36 35%
40,00 69,00 43,30 38,80 50,37 16,29 32%
80,00 74,30 96,80 51,10 74,07 22,85 31%
100,00 52,90 82,80 58,60 64,77 15,88 25%
200,00 217,90 194,40 218,20 210,17 13,66 6%
400,00 361,80 296,40 401,40 353,20 53,03 15%
600,00 696,70 490,60 308,30 498,53 194,32 39%

Tabla 8-6. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemiag2.en suero glucosado al

9%.

Concentracion Al A2 A3 Promedio Desvjacién Coefigier?t’e

(ppm) Estandar de variacion
0,00 31,30 36,90 27,60 31,93 4,68 15%
20,00 4190 41,90 49,60 44,47 4,45 10%
40,00 51,20 52,20 56,70 53,37 2,93 5%
60,00 63,30 61,20 74,40 66,30 7,09 11%
80,00 91,40 108,60 51,60 83,87 29,24 35%
100,00 104,10 105,70 97,70 102,50 4,23 4%
200,00 208,40 204,50 146,30 186,40 34,78 19%
400,00 413,10 343,20 383,00 379,77 35,06 9%
600,00 463,70 395,50 686,70 515,30 152,30 30%
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Tabla 8-7. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemiags.en buffer fosfato 0,1 N

pH 7.
Concentracion . Desviacion Coeficiente
areal area2 area3 Promedio , .
(ppm) estandar de variacion (%)

0 2,20 2,70 2,90 2,60 0,36 14%
20 17,40 22,40 20,90 20,23 2,57 13%
40 36,70 39,50 40,90 39,03 2,14 5%
60 64,40 60,00 65,40 63,27 2,87 5%
80 81,30 85,00 82,40 82,90 1,90 2%
100 96,70 105,80 100,70 101,07 4,56 5%
200 192,50 196,80 191,50 193,60 2,82 1%
400 439,80 435,60 406,50 427,30 18,14 4%
600 626,90 586,70 630,20 614,60 24,22 4%

Tabla 8-8. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemgag-z.en suero fisioldgico

Concentracion . Desviacion Coeficiente
areal area2 area3  Promedio , .
(ppm) estandar  de variacion (%)
0 7,60 5,30 5,00 5,97 1,42 24%

20 29,00 29,80 29,10 29,30 0,44 1%

40 49,90 49,40 48,60 49,30 0,66 1%

60 77,40 67,70 66,60 70,57 5,94 8%

80 92,60 92,70 92,30 92,53 0,21 0%
100 112,40 104,10 109,80 108,77 4,25 4%
200 277,00 201,50 167,20 215,23 56,17 26%
400 422,40 510,20 439,40 457,33 46,57 10%
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Tabla 8-9. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para concentraciones seleccionadas de Imipenemiag-3.en suero glucosado al

5%

Concentracion . Desviacion Coeficiente

areal area2 area3 Promedio , .

(ppm) estandar de variacion (%)
0,00 18,50 11,70 15,80 13,75 2,90 21%
20,00 33,60 26,10 23,90 25,00 1,56 6%
40,00 30,50 64,70 46,30 55,50 13,01 23%
60,00 79,90 34,40 80,40 57,40 32,53 57%
80,00 96,00 92,40 92,80 92,60 0,28 0%
100,00 103,90 111,10 107,50 109,30 2,55 2%
200,00 231,90 287,20 241,80 264,50 32,10 12%
400,00 482,90 299,90 479,60 389,75 127,07 33%
600,00 734,20 571,20 550,70 560,95 14,50 3%
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Tabla 8-10. Ejemplos de cromatogramas correspondientes a Imipenemag-1 e€n buffer

fosfato 0,1 N pH 7, suero fisiol6gico y suero glucosado al 5%.

Imipenemgag-1

400§ mAU

1.600:
1.500:
1.400:
1.300:
1.200:
1.100:
1.000;

1.400:
1.300:
1.200:
1.100:

1.000:

2013 Radl lab Chile 80_1.DATA [313,00 nm]

/
Y A B S—
2

b

1 2 3 4

Buffer fosfato 0,1 N pH 7

2013 Radil SF Inem (Lab Chile) 9_4.DATA [313,00 nm]

i

RT [min]

1 2 3 4

Suero fisiolégico

mAU

2013 Raul SGIu Inem 400_1.DATA [313,00 nm]

RT [min]

1 2 3 4

Suero glucosado al 5%
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Tabla 8-11. Ejemplos de cromatogramas correspondientes a Imipenemas-2 en buffer

fosfato 0,1 N pH 7, suero fisiol6gico y suero glucosado al 5%.

Imipenemyag-2

mAU
500

450

400

350

300

250

f 2013 Rl lab Ethanem _4_1.DATA [313,00 nmj
|

RT [min]

4

Buffer fosfato 0,1 N pH 7

2013 Raul SF Ethanem 16_08_400_2.DATA [313,00 nm]

Suero fisiolégico

1.300;
1.200:
1.100:

1.000:;

2013 Raul SGlu Ethanem 400_2.DATA [313,00 nm]

Suero glucosado al 5%
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Tabla 8-12. Ejemplos de cromatogramas correspondientes a Imipenemag-z en buffer

fosfato 0,1 N pH 7, suero fisiol6gico y suero glucosado al 5%.

Imipenemyag-3

.
@ &
o S 3

o
TEPW 0.20

2013 Raul +C 200 _1.DATA [313,00 nm]

I |
/ \\ TN
Ji N 1/ \
S V4 . ‘
T T RT [min]
1 2 3 4

Buffer fosfato 0,1 N pH 7

450

400

350

mAU

2013 Raul SF Fresenius 80_2.DATA [313,00 nm]

Suero fisiolégico

2013 Raul SGlu Imipenem G 400_3.DATA [313,00 nm]

\
M}éJ
L RT [min]
1 2 3

Suero glucosado al 5%
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8.2 Anexo B: curva de calibrado Imipenemcas-4

Tabla 8-13. Curva de calibrado de Imipenemyag-4

_ Desviacion Coeficiente

ppm areal area2 area3 Promedio o

estandar de variacion (%)

0,0 4,8 4,4 4,2 4,5 0,31 7%

20,0 15,9 16,5 15,3 15,9 0,60 4%

40,0 26,9 24,6 25,7 25,7 1,15 4%

60,0 36,6 31,8 36,7 35,0 2,80 8%

80,0 45,5 46,6 40,7 44,3 3,14 7%

100,0 55,6 55,2 54,3 55,0 0,67 1%

200 103,6 104,7 105,1 104,5 0,7767 1%
Pendiente 0,504 0,502 0,482 0,496 0,0118 2%
Intercepto 5,705 4,743 5,362 5,270 0,4875 9%

Tabla 8-14. Curva de calibrado de Imipenemag.-s
~ Desviacion Coeficiente

ppm areal area2 area3 Promedio o

estandar  de variacion (%)

0,0 12,6 13,1 11,4 12,4 0,87 7%

20,0 19,9 20,8 22,8 21,2 1,48 7%

40,0 26,2 24,3 23,2 24,6 1,52 6%

60,0 31,8 37,6 33,0 34,1 3,06 9%

80,0 41,1 38,6 37,1 38,9 2,02 5%

100,0 43,9 47,8 46,2 46,0 1,96 4%

200,0 79,100 77,800 80,100 79,0 1,15 1%
Pendiente 0,330 0,323 0,336 0,330 0,0065 2%
Intercepto 12,822 14,043 12,226 13,030 0,9265 7%
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8.3 Anexo C: cinética de degradacion

Tabla 8-15. Area bajo la curva promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion

para condicion 1.

. . . Desviacién Coeficiente
Tiempo (min) areal area2 area3 Promedio estandar de variacion (%)
0 61,8 62,6 55,5 59,97 3,89 6%

15 60,5 62,5 56,6 59,87 3,00 5%

30 60,3 56,6 59 58,63 1,88 3%

45 58,9 56,9 62,1 59,30 2,62 4%

60 56,4 60,6 60,4 59,13 2,37 4%

Tabla 8-16. Area bajo la curva promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion

para condicion 2.

. . . Desviacion Coeficiente
Tiempo (min) areal area2 area3 Promedio estandar de variacion (%)
0 42,5 42,1 39,6 41,40 1,57 4%

15 40,1 40,9 42,7 41,2 1,33 3%

30 43,4 40,6 42 42,0 1,40 3%

45 36,2 42,4 43,9 40,8 4,08 10%

60 40,2 35,4 41,6 39,1 3,25 8%

Tabla 8-17. Area bajo la curva promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion

para condicion 3.

Desviacion Coeficiente

Tiempo (min)  areal area2 area3  Promedio estandar  de variacion (%)
0 50,30 51,90 54,5 52,23 2,12 4%
15 53,10 54,40 51,50 53,00 1,45 3%
30 55,10 48,60 53,80 52,50 3,44 7%
45 50,30 56,80 49,80 52,30 3,91 7%
60 50,7 51,20 49,90 50,60 0,66 1%
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Tabla 8-18. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para condicion 4.

: . : Desviacion Coeficiente
Tiempo (min) areal area2 area3 Promedio estandar de variacién (%)
0 32,7 32,5 28,2 31,13 2,54 8%

15 29,5 28,6 29,7 29,3 0,59 2%

30 29,8 31,2 28,2 29,7 1,50 5%

45 30,8 28,8 30 29,9 1,01 3%

60 26,9 28,6 28 27,8 0,86 3%

Tabla 8-19. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para condicion 5.

_ _ ~ Desviacion Coeficiente
Tiempo (min)  areal area2 area3 Promedio i o
estAdndar  de variacion (%)
0 74,9 71,3 67,1 71,10 3,90 5%
15 65 78,4 66,1 69,83 7,44 11%
30 74,1 67,5 66,8 69,47 4,03 6%
45 69,8 67,1 69,6 68,83 1,50 2%
60 66,2 70,4 73,9 70,17 3,86 5%

Tabla 8-20. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para condicion 6.

_ _ ~ Desviacion Coeficiente
Tiempo (min)  areal area2 area3  Promedio ) o
estdndar  de variacion (%)
0 67,8 66 66,2 66,67 0,99 1%
15 66,1 71,3 63,6 67,00 3,93 6%
30 60,8 69,8 67,8 66,13 4,73 7%
45 67,4 65,8 68,8 67,33 1,50 2%
60 59,2 67,1 71,4 65,90 6,19 9%
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Tabla 8-21. Area bajo la curva promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion

para condicion 7.

_ _ ~ Desviacion Coeficiente
Tiempo (min)  areal area?2 area3  Promedio i L
estdndar  de variacion (%)
0 63,6 63,3 64,3 63,73 0,51 1%
15 57,3 61,7 67,6 62,20 5,17 8%
30 61,4 64,5 68,7 64,87 3,66 6%
45 67,8 62,5 62,8 64,37 2,98 5%
60 57,3 61,1 64,8 61,07 3,75 6%

Tabla 8-22. Area bajo la curva promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion

para condicion 8.

_ _ ~ Desviacion Coeficiente
Tiempo (min)  areal area2 area3  Promedio ] o
estandar  de variacion (%)
0 32,9 36,5 31,5 33,63 2,58 8%
15 33,8 35,5 30,8 33,37 2,38 7%
30 29,6 33,4 33,3 32,1 2,17 7%
45 29,7 33,4 35,6 32,9 2,98 9%
60 31,3 29 32,2 30,8 1,65 5%
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Tabla 8-23. Ejemplos de cromatogramas de la cinética de degradacion correspondientes

a las condiciones 1, 5,4y 8a TOy a T60.

2013 Raul Cinetica 25 SF Sombra T0_1.DATA [313,00 nj

2013 Raul Cinetica 25 SF Sorbra T60_3.DATA [313,00 nrr]

.

h#)éf
RT [min]]
Condicién 1aTO0

3004 MAU 2013 Raul Cinetica 25°C Sombra SG T0_3.DATA [313,00 nr] 2013 Ratl Cinetica 25°C Sombra SG T60_2.DATA [313,00 nm]

R ]

Condicién 5aT0

gt
Condicién 4 a T60

1 RT [mir]|

Condicién 4aTO0

maU 2013 Ratl Cinetica 35 SG Luz T15_1.DATA [313,00 nm]

W""//
RT [min]|

Condicién 8a T0

Condicién 8 a T60
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