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Resumen

Voriconazol (VRC) es un triazol sintético de segunda generacion recomendado como agente de primera
linea en el tratamiento de la aspergilosis invasora, una de las infecciones fungicas mas frecuentes en
pacientes inmunodeprimidos. Dado las especiales caracteristicas farmacocinéticas y su estrecho margen
terapéutico los expertos recomiendan monitorizar la exposicién (concentraciones plasmaticas) en el
paciente de una forma sistematica. Una de las metodologias mas utilizadas para el seguimiento rutinario
de la exposicién de un farmaco en muestras clinicas es la cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC). EI parametro por excelencia que mejor refleja la cantidad total de farmaco (exposicién) en un
organismo vivo es el Area Bajo la Curva (ABC, o AUC), y en consecuencia éste constituiria el parametro
de mayor validez para predecir respuesta terapéutica. EI ABC es una funciéon de la concentracion
sanguinea frente al tiempo y para su evaluacién son necesarios varios tiempos de muestreo, que
implicarian extracciones continuas y frecuentes en un tipo de pacientes, los que sufren enfermedades
fungicas invasivas, inestables y complicados. Como alternativa a la clasica venopuncion la posibilidad de
utilizar la técnica Dried Blood Spot (DBS) para la monitorizacion de voriconazol puede aportar
interesantes ventajas y permitir evaluar la exposicion en cada paciente de forma individualizada. El
proyecto realizado ha permitido establecer una metodologia valida para cuantificar voriconazol a partir de
una gota seca procedente de una matriz de suero comercial. Ademas, se ha iniciado el proceso de
validacién “in vivo” de la técnica desarrollada utilizando un modelo experimental de invertebrado, larvas de
Galleria mellonella, a las que se administra una dosis Unica de voriconazol y se evalla el comportamiento
cinético de este azol mediante la técnica convencional de monitorizacion de concentraciones y la técnica
DBS. Los resultados obtenidos demuestran que la técnica desarrollada es valida y reproducible para
estudiar la exposicién a voriconazol.
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Introduccién

Las enfermedades fungicas invasivas (EFIs) afectan a pacientes inmunodeprimidos con una tasa de
mortalidad que puede llegar hasta un 90%. Se ha estimado que anualmente se producen 1,4 millones de
muertes por EFIs [1]. La gravedad de estas enfermedades se traduce también en hospitalizaciones
prolongadas y un aumento del coste sanitario. Una de las EFIs mas importantes es la aspergilosis
invasora, causada por Aspergillus fumigatus. Su incidencia es dificil de estimar, dado que depende de
varios factores, entre ellos de la enfermedad de base del paciente. Para un manejo adecuado de esta
enfermedad es imprescindible hacer un diagndstico rédpido y administrar un tratamiento antifingico
conveniente, precoz y temprano, en la dosis precisa [2].

El tratamiento de primera eleccion para la aspergilosis invasora, a criterio de los expertos y segtin las mas
recientes evidencias clinicas, consiste en la administracion de voriconazol, (oral o IV en funcién de la
situacion clinica del paciente.

Voriconazol es un farmaco antifingico de amplio espectro. Se trata de un triazol de segunda generacion
derivado de fluconazol pero con mayor liposolubilidad y espectro antifungico. Su estructura se muestra en
la figura 1.
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Figura 1.- Estructura quimica de VRC.

Se emplea para el tratamiento de Aspergillus spp., Scedosporium spp., Fusarium spp.y Cryptococcu spp.
Muestra también actividad frente cepas de Candida spp. resistentes a fluconazol [3] (anexo 1).

Sin embargo, voriconazol presenta un perfil farmacocinético complejo, con gran variabilidad
interindividual. Por esta razén los expertos recomiendan monitorizar sistematicamente la exposicion de
este azol en aquellos pacientes tratados, para evitar situaciones de sobreexposicion que con frecuencia
implican desarrollo de toxicidad o situaciones de subexposicion mas relacionadas con fracaso terapéutico
y negativas consecuencias para la vida del paciente [4].

Voriconazol se metaboliza en el higado mediante el sistema enzimatico del citocromo P450. La enzima
encargada del metabolismo de este farmaco es CYP2C19, y, en menor medida, CYP3A4 y CYP2C9,
todas ellas enzimas encargadas de la transformacion de farmacos y compuestos internos, por lo que este
proceso presenta multitud de interacciones farmacoldgicas [5]. Su principal metabolito es voriconazol N-
oxido, formado en su mayoria por CYP2C19 (anexo 2). La enzima CYP3A4, en condiciones normales,
juega un papel menos importante en la metabolizacion de voriconazol, dando como metabolito
hidroximetil voriconazol. En tercer lugar y con mucha menos participaciéon metabdlica, la isoforma
CYP2C9 convierte a voriconazol en hidroxivoriconazol. La informacién genética que codifica cada una
de estas enzimas (genotipos) es muy variable en la poblacion dando lugar a distintos fenotipos en funcién
de la actividad de la enzima generada. En este aspecto en la poblacion se distinguen metabolizadores
lentos, normales, rapidos y ultrarrapidos, contribuyendo a la variabilidad encontrada en el
comportamiento cinético de este azol en el individuo [6].

Este metabolismo variable y condicionado hace que voriconazol presente una farmacocinética no lineal
[7]. Ademas presenta un estrecho margen terapéutico (intervalo de concentracion comprendido entre la
concentracion minima eficaz y la concentracion maxima tolerada). Por consenso se ha establecido que el
intervalo de concentraciones plasmaticas relacionado con eficacia estd comprendido entre lpg/mL y
5.5ug/mL [8]. Niveles superiores a la concentraciéon maxima tolerada (CMT) produciria toxicidad, sobre
todo en el SNC, en la vision y afecciones dérmicas. Mientras que niveles subterapéuticos (inferiores a la
concentracion minima eficaz (CME)) conlleva a ausencia de eficacia del tratamiento. Las causas que
explican este hecho se han relacionado con aumento del aclaramiento del farmaco por una induccion
enzimatica debida a tratamientos concomitantes, asi como a polimorfismos genéticos que se traducen en
enzimas con actividad incrementada (metabolizadores ultrarrapidos). La subexposicion a voriconazol
también puede explicarse por falta de adherencia a la terapia establecida [9]. Los niveles alcanzados en
sangre del azol depende, ademas de la variabilidad genética implicada en el metabolismo hepatico, de
factores como el sexo (Cmax y ABC en hombres es mayor que en mujeres), edad (los nifios tienen una
actividad superior de la isoforma CYP2C19 en comparacion al adulto, por lo que lo metabolizan mas
rapidamente [6]), peso, raza y la dieta [10]. Esto se traduce a una significativa variabilidad inter- e
intraindividual, lo que dificulta establecer una dosis adecuada que se relacione con eficacia de forma
general en todos los pacientes tratados. Por esta razon, la EMA (European Medicines Agency) y la FDA
(Food and Drug Administration) recomiendan la monitorizaciéon individual de pacientes tratados con
voriconazol, con el fin de optimizar la respuesta y reducir asi efectos adversos.

En la practica clinica, la monitorizacion de la exposicion a voriconazol en cada paciente se realiza en el
momento valle (Ccv), justo antes de la siguiente administracion. La muestra requerida suele ser suero o
plasma de paciente, obtenido a partir de una venopuncién. Es comun encontrar en estas medidas
concentraciones subterapéuticas de voriconazol (en el Servicio de Micologia del Centro Nacional de
Microbiologia se detectaron en un 45% de pacientes tratados niveles subterapéuticos).

La Ccv constituye una concentracion que por consenso se ha definido como valida para establecer
relaciones exposicion-respuesta, aunque el parametro por excelencia que refleja la cantidad total de un
farmaco en un organismo vivo es el Area Bajo la Curva (ABC), y en consecuencia constituiria el
parametro de mayor validez para predecir respuesta terapéutica (figura 2). E1 ABC es una funcion de la
concentracion sanguinea frente al tiempo y para su evaluacion son necesarios varios tiempos de muestreo,
que implicarian extracciones continuas y frecuentes en un tipo de pacientes, los que sufren EFI inestables
y complicados.



Figura 2.- Curva de concentracion plasmatica frente al tiempo en una dosificacion multiple para
alcanzar el margen terapéutico. La extraccion de la muestra se realiza en la Ccv, y no es
representativo del ABC de toda una administracion.

La disponibilidad de métodos alternativos como Dried Blood Spot (DBS) que permitan establecer de una
forma valida la exposicion de un farmaco en general y de voriconazol en particular en pacientes tratados
permitiria avanzar en el establecimiento de estrategias racionales de tratamiento. Esta técnica se empezo a
practicar desde 1963, para el estudio y deteccion de enfermedades metabdlicas en neonatales, en concreto
la fenilcetonuria, de manera cualitativa. Se basa en la recoleccion de una gota de sangre (10-50uL) en el
papel, su secado y posterior extraccion. Desde entonces una gran cantidad de analitos se han determinado
mediante DBS, como acidos nucleico, péptidos, proteinas, lipidos, moléculas organicas pequefias asi
como no organicas, entre otros. Esta técnica presenta ventajas practicas, clinicas y financieras frente al
convencional analisis de sangre [11]. En primer lugar, la toma de muestra es mucho mas sencilla puesto
que esta pensado para punciones en un dedo. Es una practica menos invasiva que la venopuncion. Incluso
los pacientes pueden llevar a cabo el muestreo en sus domicilios sin necesidad de desplazarse al centro de
salud dado que no requiere una infraestructura especial. Permite la toma de muchas muestras consecutivas
en el tiempo para poder determinar mejor la exposicion del paciente al farmaco. El DBS es seguro frente
a posible riesgo de contaminacion por parte del personal analitico, como por ejemplo de VIH y virus de la
hepatitis C. Se reduce también la contaminacion cruzada. Su transporte requiere menos condiciones
estrictas que las muestras de sangre. Estas muestras se podrian ver alteradas por la humedad y la luz,
sobre todo la fase de secado (aproximadamente unas pocas horas). La utilizacion de sustancias desecantes
y ocultandolos de la luz evitarian el deterioro [12]. Ademas, sus pequefias dimensiones facilitan su
almacenaje en laboratorios clinicos y biobancos. El pequefio volumen de muestra que se emplea hace
posible la utilizacion del DBS para estudios farmacologicos y farmacocinéticos en animales pequefios, de
los que las muestras clinicas que podemos obtener son muy pequeiias.

En base a todo lo anterior, los objetivos que se plantearon para el desarrollo de estas practicas se
describen a continuacion:

Objetivo general: con un proyecto como este se pretende aportar evidencias cientificas sobre la validez de
la determinacion de la concentracion de voriconazol mediante un método tipo DBS como herramienta util
para establecer la exposicion de este antifiingico. Para lo cual se ha desarrollado un método DBS para
detectar y cuantificar antifingicos, utilizando un método cromatografico (HPLC-UV) para la
caracterizacion y cuantificacion de azoles.

Objetivos parciales: en este proyecto también se ha iniciado el estudio de la farmacocinética de
voriconazol en modelos alternativos de Galleria mellonella con el fin de validar el método DBS
desarrollado.

Material y métodos

Deteccion cromatografica de voriconazol

Se ha utilizado un método cromatografico con deteccion ultravioleta (HPLC-UV) para la cuantificacion
de voriconazol en las muestras ensayadas, desarrollado en el Servicio de Micologia para cuantificar
azoles en muestras de suero y plasma [13]. Se trata de un método cromatografico en gradiente por etapas
(anexo 3) para la separacion eficaz de compuestos con polaridades diferentes, gracias al paso de una fase
movil por una columna en fase reversa que constituye la fase estacionaria.

El sistema de consiste en un equipo de separacion cromatografica (Alliance Waters 2695; anexo 4), con
horno, desgasificador y bucle interno, y un detector de diodos en fila (photodiodearray) (Waters 2996) de
longitud de onda variable y programable. Este sistema estd conectado a un ordenador que contiene el
software Empower (Waters version 2.0), que se utiliza en la adquisicion y procesamiento de los datos.

Se utilizé una columna de tipo fase reversa modelo SunFire™ C18 (Waters), de dimensiones 150mm x
4.6mm y Sum de tamafio de particula y una precolumna SunFire™ C18 (Waters), de dimensiones 10 x
2,1lmm (5um) (anexo 4). El uso de esta precolumna permite proteger la columna cromatografica y alargar



su vida util, no comprometiendo ni alterando la resolucion analitica. La fase moévil utilizada fue una
mezcla de acetonitrilo-agua (pH=5,3-9,3).

Linealidad, reproducibilidad y exactitud del método utilizado en muestras de suero

Previamente se establecio la relacion entre la concentracion de voriconazol y la sefial, mediada como area
del pico cromatografico obtenido aplicando el método cromatografico descrito. Para la preparacion de las
soluciones estandar se utilizé un stock de concentraciones de voriconazol en DMSO, realizado a partir del
polvo valorado (voriconazol, antifingico, polvo valorado con actividad 100%, marca Pfizer), en las
siguientes concentraciones: 16000png/mL, 800ug/mL, 400pg/mL, 200pg/mL, 100pg/mL, 50pg/mL y
25pg/mL, A partir de estas se prepararon sucesivas soluciones estandar de voriconazol en suero
afiadiendo 1.5pL en 148.5uL de suero comercial (dilucion 1/100) y concentraciones finales comprendidas
entre 16 y 0.25ug/mL . Para la inyeccion en el sistema cromatografico estas muestras estandar se
procesaron para la precipitacion de proteinas, afiadiendo 150uL de acetonitrilo (ACN) congelado a -20°C
(proporcion 1:1). Esta mezcla se vorteé y se centrifugd (Thermo Scientific Heraeus Fresco 21
Refrigerated Microcentrifuge, 24-P1 Rotor; 120V), a 12000rpm, 10°C y en dos tandas de 15 minutos cada
una. Una vez centrifugado se filtr6 el sobrenadante con ayuda de una jeringa de 1mL desechables y
filtros de PTFE (teflon) de 0,45um de tamaiio de poro. La muestra depositada en viales de inyeccion tipo
Total recovery (Waters) se introdujo en un carrusel del equipo HPLC. Tras el procesado de la muestra se
relaciono la concentracion nominal con el area del pico cromatografico determinado.

Método DBS para la cuantificacion de voriconazol en muestras de suero

Desarrollo de un método DBS para cuantificar antifungicos: Se utilizaron las mismas soluciones estandar
de voriconazol en suero (16 y 0.25ug/mL) descritas en el punto anterior. Gotas de 30uL de cada una de
estas soluciones se aplicaron en tarjetas ArrayitWhatman GE Healthcare 903 Protein Saver Cards (figura
3), en la zona delimitada, y se dejaron secar a temperatura ambiente y en oscuridad a distintos tiempos (3
horas, toda la noche (O/N) y 1-2 meses), con el objeto de definir el tiempo de secado dptimo.

Una vez seca la gota, se recortd manualmente en pequefias porciones la zona acotada con la gota seca de
la tarjeta y se depositd en un ependorf de 1.5mL de capacidad. La recuperacion de voriconazol se lleva a
cabo con un solvente de extraccion (SE) que fue una mezcla de metanol y agua, en proporciones 60:40,
segun indica la bibliografia [8, 14], utilizando volimenes diferentes (200uL, 400uL y 500uL). Tras 30
minutos de espera se agitaron las muestras en vortex (10s) y posteriormente se sonicaron durante 10
minutos (bafio sonicador Arpival S.A). Pasado este tiempo las muestras se agitaron de nuevo (10s) y se
centrifugaron (12000 rpm, 10°C) en dos periodos de 15 minutos (Thermo Scientific Heraeus Fresco 21
Refrigerated Microcentrifuge, 24-P1 Rotor; 120V). Una vez centrifugado, algunas muestras se inyectaron
directamente (con una filtracion previa) y otras se concentraron. En estas tltimas, todo el sobrenadante se
trasfiere un ependorf de 1.5mL limpio (en torno a 500ul) y se evapora (SpeedVac 100 H ISS-
ENPROTECH POWER CONCENTRATOR HEATER CENTRIFUGE) hasta un conseguir un volumen
final de 100uL (40-60 minutos). Por ultimo, las muestras asi concentradas se filtraron utilizando filtros de
PTFE (teflon) de 0,45um de tamafio de poro, jeringas desechables de 1mL y se dispusieron en viales de
inyeccion tipo Total recovery (Waters) para su analisis cromatografico.

Figura 3.- Tarjetas “Protein Saber 903 Card” para DBS.

Validacion del método DBS: Ensayos cinéticos en un modelo alternativo de invertebrado
(Galleria mellonella) [15]

Para la cuantificaciéon de voriconazol en los ensayos cinéticos en Galleria mellonella se realizd una
estandarizacion previa de soluciones estandar en hemolinfa. Se utilizaron las mismas soluciones stock en
DMSO (1600-25pg/mL) y a partir de ellas se prepararon las correspondientes soluciones estandar de
voriconazol en hemolinfa (16 y 0.25pug/mL) como se ha descrito en los puntos anteriores. Para la
inyeccion en el sistema cromatografico de estas soluciones se precipitaron proteinas, afiadiendo 80uL de
solucion de voriconazol en hemolinfa en 160pL de ACN congelado (proporcion 1:3). Esta mezcla se
vorted y se centrifugd (Thermo Scientific Heraeus Fresco 21 Refrigerated Microcentrifuge, 24-Pl Rotor;
120V), a 12000rpm, 10°C y en dos tandas de 15 minutos cada una. Una vez centrifugado se filtr6 el
sobrenadante con ayuda de una jeringa de 1mL desechables y filtros de PTFE (teflon) de 0,45um de
tamafio de poro. La muestra depositada en viales de inyeccion tipo Total recovery (Waters) para su
analisis cromatografico.



Paralelamente a estos analisis, se cuantifico también el mismo stock de partida de voriconazol en
hemolinfa por el método DBS. Se tomaron 30puL de muestra, que se dejaban secar a temperatura ambiente
y en oscuridad durante toda la noche en tarjetas ArrayitWhatman GE Healthcare 903 Protein Saver Cards.
Pasado este tiempo se recortd manualmente en pequeflas porciones la zona acotada con la gota seca de la
tarjeta y se deposité en un ependorf de 1.5mL de capacidad y se adicionaron 500uL del solvente de
extraccion (mezcla metanol-agua en proporciones 60:40) y se dejaron 30 minutos de espera. A
continuacion se vortearon, se sonicaron 10 minutos (bafio sonicador Arpival S.A), se volvieron a agitar y
se centrifugaron a 12000rpm, 10°C durante dos tiempos de 15 minutos (Thermo Scientific Heraeus Fresco
21 Refrigerated Microcentrifuge, 24-P1 Rotor; 120V). Una vez centrifugado, todo el sobrenadante se
trasfiere un ependorf de 1.5mL limpio (en torno a 500uL) y se evapora (SpeedVac 100 H ISS-
ENPROTECH POWER CONCENTRATOR HEATER CENTRIFUGE) hasta un volumen final de 100puL
(40-60 minutos). El volumen final se resuspende y se filtra con filtros de PTFE (teflon) de 0,45um de
tamafio de poro, jeringas desechables de ImL y en viales de inyeccion tipo Total recovery (Waters). Por
ultimo se procesa mediante HPLC.

Tanto por metodologia clasica como por Dried Blood Spot, se realizaron al menos dos repeticiones en un
mismo dia y en dias distintos.

El ensayo farmacocinético “in vivo” en modelo de Galleria mellonella propiamente dicho consistido en
administrar 10pL de una solucién de voriconazol preparada en agua para inyeccion (400mg/L) a un grupo
de larvas con un peso medio de 0.4g (intervalo 0,3-0,5g). La dosis unica administrada a cada larva fue
10mg/kg, equivalente a una dosis terapéutica en humanos (dosis inicial de carga, 6mg/kg cada 12 horas,
seguida de una dosis de mantenimiento de 4mg/kg también cada 12 horas). Los tiempos de muestreo
establecidos fueron tiempo 0 (T0), 5-10 minutos (T0,125), 15 minutos (T0,25), 30 minutos (T0,5), 1 hora
(T1), 1 hora y 30 minutos (T1,5), 2 horas (T2), 3 horas (T3), 4 horas (T4), 5 horas (T5), 6 horas (T6) y 24
horas (T24). A cada tiempo se extrajo la hemolinfa de 4 larvas, se tomaron 80 puL y se procesaron como
se describié anteriormente. Cada muestra de hemolinfa se procesd afiadiendo ACN congelado a -20°C
(160uL, 1/3 v/v). La precipitacion de proteinas se lleva a cabo centrifugando (12000rpm, 10°C) en dos
periodos de 15 minutos (Thermo Scientific Heraeus Fresco 21 Refrigerated Microcentrifuge, 24-P1 Rotor;
120V). Por ultimo se filtra el sobrenadante (jeringas desechables y filtros de PTFE (teflon) de 0,45um de
tamafio de poro) y se inyecta el vial (viales de inyeccion tipo Total recovery (Waters)) para su
procesamiento por HPLC. La concentracion de voriconazol evaluada en cada tiempo de muestreo se
utilizo para establecer el perfil farmacocinético de este compuesto en la larva utilizando el software Excel
y el complemento de Excel, PK Solver.

Adicionalmente se dispusieron 30uL. de cada tiempo de muestreo en la tarjeta ArrayitWhatman GE
Healthcare 903 Protein Saver Cards y se proces6 segun el método DBS desarrollado. Se compararon los
parametros farmacocinéticos obtenidos con uno y otro método.

Resultados

Estandarizacion del tiempo de secado

En este proyecto se han determinado y establecido las mejores condiciones de extraccion de voriconazol.
El tiempo de secado, y en definitiva la humedad del papel, puede condicionar el proceso de extraccion de
voriconazol desde el papel, por lo que ha sido un parametro a estandarizar. Tras comparar los resultados
de la extraccion a tiempos de secado 3h, toda la noche (O/N) y varios meses (estas muestras fueron
preparadas previamente a mi incorporacion con ellos) podemos observar que, a igual concentracion de
voriconazol, se cuantifica mas con un tiempo de secado de toda la noche (O/N), obteniéndose valores
medios de area de pico mayores y CV (coeficiente de variaciéon) menores y por consiguiente, mayor sefial
y mejor reproducibilidad. Se demuestra que le tiempo de secado optimo es O/N, mejorando asi la
extraccion como se ve en la tabla 1 y anexo 5.

Meses O/N 3h
C.Teébrica Media areas Medias areas de Media areas
(ng/mL) de pico (uV*s) ds cv pico (nV*s) ds cv de pico (nV*s) Ds cv
8 102823,29 56785,72 55,23  105068,00 4178,57 3,98 83540,50 11127,32 13,32
2 28231,67 7151,84 25,33 24799,36 3166,28 12,77  24764,83 3934,45 15,89

Tabla 1.- Resultados de las areas de pico cromatografico obtenidos por HPLC, con desviacion
estandar (ds) y coeficiente de variacion (CV) de la estandarizacion tiempo secado.



Estandarizacién del volumen de solvente de extraccidn y condiciones de concentracién de la
muestra

Este fue otro parametro a estandarizar del método DBS. Para intentar mejorar la extraccion y que la sefial
obtenida fuera maxima, se propusieron varios volimenes del solvente de extraccion (200uL, 400uL y
500uL). Se obtuvieron, a igual concentraciéon de voriconazol (2ug/mL) mayores areas de pico al
concentrar la muestra 5 veces. En cuanto al volumen del SE, la sefial mejora con 500uL. A la vista de los
resultados obtenidos (figura 4) se evidencia que la extraccion es maxima con 500uL de solvente de
extraccion y haciendo una concentracion 5x mediante evaporacion de la mezcla metanol-agua hasta un
volumen final de 100pL.
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Figura 4.- Sefial (areas de pico de absorcion) obtenidas en distintas condiciones de extraccion y con
distintos volumenes de SE para la misma concentracion de voriconazol (2pg/mL).

Resultados de la validacion del método final establecido

El analisis de los resultados obtenidos por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se basa en la
obtencion del cromatograma de la muestra inyectada y el pico correspondiente a voriconazol, con un
tiempo de retencion (tr) constante y un espectro UV caracteristico y previamente definido. Cada sustancia
tiene un espectro de absorcion caracteristico. En particular, voriconazol absorbe a 255,6mmHg y muestra
un tr de 9,45 minutos. El pico de absorciéon maximo serda mayor o menor en funciéon de la cantidad de
azol. Estableciendo una relacion entre area de pico y concentracion nominal podemos establecer una recta
patron y asi analizar muestras problema. En vista a los resultados de los ensayos realizados en distintos
dias, de varias muestras y diferente soluciones estandar, se observa una relacion lineal entre area de pico
cromatografico y concentracion de voriconazol en la muestra de suero (y=13260x, r*=0.9977 (figura 5)).
El limite bajo de cuantificacion se establece en 0,25. El coeficiente de variacion (CV) no supera para
ninguna de las muestras estandar el 15% (tabla 2). Seglin las guias para la estandarizacion de métodos
bioanaliticos (FDA, EMA) el CV debe ser £15% el valor nominal establecido para que un método sea
reproducible. Fijandonos en los errores relativos (ER) de las concentraciones calculadas a partir de la
ecuacion de la recta son igualmente menores del 15%, por lo que el método planteado y desarrollado,
ademas de ser reproducible, es valido para la cuantificacion de voriconazol.
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Figura 5.- Representacion grafica de la relacion entre concentraciéon nominal de voriconazol en la
gota de suero y area de pico cromatografico obtenido tras el procesado y analisis de muestras
sucesivas.



C.Teérica Media ER (%) Média areas ds CV (%)

(ng/mL) C.Calculadas de pico (nV*s)
(ng/mL)

8,00 7,92 -0,95 105068,00 4178,57 3,98
4,00 4,25 6,20 56330,33 4957,51 8,80
2,00 1,87 6,49 24799,36 3166,28 12,77
1,00 0,88 -12,14 11650,67 1235,36 10,60
0,50 0,52 3,68 6873,67 484,57 7,05
0,25 0,22 -12,47 2901,50 334,46 11,53

Tabla 2.- Resultados de la determinacion y cuantificacion de VRC en HPLC mediante el método
DBS.

La correlacion entre la cantidad de voriconazol en cada muestra estandar calculada por el método clasico
(precipitacion de proteinas y analisis cromatografico) y por el método DBS (gota de suero procesada
segun método desarrollado y analisis cromatografico) mostré resultados aceptables (C.Calculada
mét.clasico=C.Calculada DBS x 1,1335; r>=0,9977), viéndose una relacion lineal (figura 6) y una mejora
del ER con respecto al método clasico (anexo 6). La metodologia planteada de Dried Blood Spot y
desarrollada parece ser una buena opcioén para la monitorizacion de voriconazol. De hecho se ha
comenzado a utilizar en paralelo con el método clasico utilizado en el Servicio de Micologia del Instituto
de Salud Carlos III para muestras clinicas.
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Figura 6.- Recta de correlacion entre concentraciones cuantificadas mediante método clasico y las
obtenidas por DBS, a escala logaritmica.

Validacion del método DBS: Ensayos cinéticos en un modelo alternativo de invertebrado
(Galleria mellonella)

Para poder emplear Galleria mellonella en la validacion del método DBS se necesita la estandarizacion
de la matriz, hemolinfa, y ver si altera la extraccion y la deteccion cromatografica de voriconazol. Estos
fueron los puntos de partida para la recta de calibrado. Se aprecia linealidad entre sefial obtenida en forma
de area de pico de absorcion y la concentracion de voriconazol en hemolinfa segun aparece en la figura 7
(y=16299x; 1*=0,9997). Los CV y ER estan por debajo del 15% (tabla 3), método reproducible y valido; y
concluimos que la matriz hemolinfa no afecta ni a la extraccion ni a la deteccion por HPLC de
voriconazol.
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Figura 7.- Relacion concentracion de VRC en hemolinfa y area de pico medido por HPLC.



C.Teébrica Media ER (%) Média areas ds CV (%)

(ng/mL) C.Calculadas de pico

(ng/mL) (nV*s)
8,00 8,03 0,36 130140,80 5768,90 4,43
4,00 4,04 1,12 65927,75 7903,61 11,99
2,00 2,03 1,53 33095,25 2726,05 8,24
1,00 0,90 -10,42 14600,75 1303,74 8,93
0,50 0,49 2,14 7975,33 449,58 5,64
0,25 0,22 -13,77 3513,50 548,01 15,60

Tabla 3.- Resultados de la determinacion y cuantificacion de VRC en hemolinfa por HPLC y
mediante el método DBS.

Farmacocinética “in vivo” en modelo de Galleria mellonella

Se inici6 el estudio de la cinética de voriconazol en larvas de Galleria mellonella como modelo
alternativo. El estudio farmacocinético en organismos sanos consiste en evaluar la absorcion,
metabolismo y eliminacion del farmaco estudiado, en este proyecto, voriconazol. Para ello se cuantifican
las concentraciones de este azol a distintos tiempos en hemolinfa extraida (para ver como varian estas con
el tiempo). Los parametros farmacocinéticos importantes a analizar son la concentracidon maxima
obtenida de voriconazol en hemolinfa y el tiempo trascurrido hasta alcanzarla (Cmsx y Tmax), €l ABC y el
aclaramiento. Tras los ensayos llevados a cabo, la curva de cinética en larvas es la mostrada en la figura
8. Se ve como hay un periodo de latencia hasta que el farmaco alcanza la dosis maxima en hemolinfa,
hecho que incita a pensar en una distribucion previa al paso a hemolinfa y la correspondiente absorcion.
Se llevd a cabo un estudio no compartimental de los resultados, obteniendo los pardmetros
farmacocinéticos siguientes: Cmax = 12,03pg/ml, Tmax = 15 minutos, ABC = 28,50pg/ml*h y un
aclaramiento de 11,27(mg)/(ug/ml)/h. Vemos cémo se obtiene ABC similar si las muestras de las larvas
las procesamos por el método DBS (tabla 4).
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Figura 8.- Perfil farmacocinético de VRC en Galleria mellonella.
Parameter Unit Valor clasico Valor DBS
t1/2 H 9,10 19.88
Tmax H 0,13 1,50
Cmax pg/ml 12,03 9,58
co ug/ml 332 7.23
AUC 0-t pg/ml*h 28,50 29,93
Cl obs (mg)/(ug/ml)/h 11,27 3.22

Tabla 4.- Parametros farmacocinéticos obtenidos del ensayo “in vivo” por el programa PK Solver.

Conclusiones

Los resultados obtenidos demuestran que la técnica DBS desarrollada es vélida y reproducible para
estudiar la exposicidon a voriconazol.

La posibilidad de manejar pequefios volumenes de muestra prevé interesantes aplicaciones de este método
a estudios individualizados y modelos experimentales alternativos como el descrito en esta memoria.

Galleria mellonella es un modelo valido para determinar exposicion de voriconazol y plantea interesantes
aplicaciones en el estudio de relaciones exposicion —respuesta y correlacion in vitro in vivo.
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Material suplementario

Anexo 1

El mecanismo de accioén antifingica de voriconazol, por un lado, consiste en una inhibicion competitiva
de la enzima l4a-esterol demetilasa, encargada de la sintesis de ergosterol a partir de lanosterol. El
ergosterol forma parte de la membrana celular del hongo (anexo 1). A consecuencia, se produce una
acumulacion de esteroles en el interior de la célula, lo que altera la permeabilidad de la membrana de las
células fingicas y, a su vez, compromete el ambiente celular necesario para el desarrollo y la division
celular [16]. Por otro lado, también los azoles actian a nivel de la biosintesis de triglicéridos, fosfolipido
y perdoxido de hidrogeno, alterando los mecanismos enzimaticos intracelulares y ocasionando alteraciones
en las organelas intracelulares de los hongos.

demetifasa
Membrana plasmatica

Anexo 2

Voriconazol es metabolizado en el organismo en sus dos metabolitos principales: voriconazol N-6xido e
hidroximetil voriconazol.
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Anexo 3

Esquema caracteristicas gradiente en el método GRADNox_ VRC y TODOS 311, método cromatografico
en gradiente por etapas para la determinacion y cuantificacion de azoles mediante técnica HPLC
desarrollado en el Servicio de Micologia del Centra Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud
Carlos II1.

Time Flow %A %B  %C %D Curve
1 0,01 1 10 90 0 0 6
2 4 1 30 70 0 0 6
3 4,5 1 50 50 0 0 6
4 8 1 50 50 0 0 6
5 8,5 1 70 30 0 0 6
6 9 1 80 20 0 0 6
7 13 1 80 20 0 0 6

8 16 1 10 90 0 0 6




Material suplementario

Anexo 4

Equipo de separacion cromatografica con deteccion ultravioleta (HPLC-UV) marca Alliance Waters 2695
(A) y columna de tipo fase reversa modelo SunFire™ C18 (Waters) y precolumna SunFire™ C18

(Waters) (B).

Anexo 5

Representacion grafica de los resultados obtenidos en la estandarizacion del tiempo de secado del método

Dried Blood Spot (DBS): Evaluacion cinética de voriconazol “in vitro” e “in vivo”
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Anexo 6
Resultados de concentraciones calculadas y sus ER de voriconazol obtenidos por el método clasico versus
metodologia DBS.
C.Teérica | Media ER Média ER
(ng/mL) C.Calculadas C.Calculadas
mét clasico DBS
(ng/mL) (ug/mL)
8 7,23 -9,67 7,92 -0,95
4 3,23 -19,36 4,25 6,20
2 1,67 -16,71 1,87 -6,49
1 0,64 -35,74 0,88 -12,14
0,50 0,54 8,78 0,52 3,68
0,25 0,12 -51,25 0,22 -12,47
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