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RESUMEN

Antecedentes. El incremento de infecciones fingicas invasivas ha incrementado el uso de voriconazol como profilaxis y tratamiento,
siendo necesario monitorizar sus concentraciones séricas. Objetivo. Estandarizar y validar un método sencillo, con alta eficacia y
especificidad para la determinacion de voriconazol. Material y métodos. Para la cuantificacion de voriconazol se emple6 un equipo
de cromatografia liquida de alta resolucion Shimadzu, acoplado a un detector ultravioleta-visible diodo-array, realizando la separa-
cién cromatografica con una columna Brisa LC2 C18. Las condiciones cromatograficas que se definieron fueron: temperatura de la
columna, 35°C; longitud de onda, 256 nm; volumen de inyeccion, 20 pl; flujo, 1,5 ml/min; tiempo de analisis, 9 min, fase mévil agua
con acido formico 0,5 % / acetonitrilo 65/35. Previo a la inyeccion cromatografica, las muestras sufrieron un tratamiento consistente
en la precipitacion de proteinas con acetonitrilo y posterior centrifugacion, inyectandose el sobrenadante. Se utilizé el programa esta-
distico SPSS v. 25, considerando una p<0,05 como estadisticamente significativa. Resultados. El método puesto a punto es selectivo y
lineal (2 =1), con un coeficiente de variacion <5 %. En cuanto a la exactitud y la precision los coeficientes de variacion fueron < 5 %,
cumpliendo asi con los requisitos establecidos para el rango de concentraciones 0,1 pg/ml-10 pg/ml. Conclusiones. La selectividad y
la sencillez del tratamiento de muestra hacen de él un método eficaz, rapido y sencillo para la determinacion de voriconazol en suero
y con sensibilidad mayor al de los inmunoensayos utilizados.
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Validation of a method to determine the serum concentration of voriconazole by HPLC/UV-Vis

SUMMARY: Background. The high increase of invasive fungal infections has increased the use of voriconazole as prophylaxis and
treatment, being necessary to monitor its serum concentrations. Objective. To standardize and validate a simple method with high
efficacy and specificity for the determination of voriconazole. Method. For the quantification of voriconazole, a Shimadzu high
performance liquid chromatography equipment was used, coupled to an ultraviolet-visible diode array detector, performing the chro-
matographic separation with a Brisa LC2 C18 column. The chromatographic conditions defined were: column temperature, 35°C;
wavelength, 256 nm; injection volume, 20 pl; flow rate, 1.5 ml/min; analysis time, 9 min, mobile phase water with formic acid 0.5 %
/ acetonitrile 65/35. Prior to chromatographic injection, the samples underwent a treatment consisting of protein precipitation with
acetonitrile and subsequent centrifugation, and the supernatant was injected The SPSS v. 25 statistical program was used, considering
a p<0.05 as statistically significant. Results. The method developed is selective and linear (r2 =1), with a coefficient of variation < 5%.
In terms of accuracy and precision, the coefficients of variation were < 5 %, thus complying with the requirements established for the
concentration range 0.1 pg/ml-10 pg/ml. Conclusion. The selectivity and the simplicity of the sample treatment make it an effective,
fast and simple method for the determination of voriconazole in serum and with a higher sensitivity than the immunoassays used.
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Elvoriconazol, con PM 349.3 g/mol y formula C16H14F3N50,
es un antifingico de la familia de los triazoles con una actividad
antifungica de amplio espectro. Ha sido probada su elevada efica-
cia frente a aspergilosis invasiva, infecciones invasivas graves por
Candida spp. resistentes a fluconazol, candidemia en pacientes no
neutropénicos y en infecciones fungicas por Scedosporium spp. y
Fusarium spp"-2. También esta indicado como profilactico frente a
infecciones fungicas en los casos de pacientes trasplantados.

Elmecanismo de accion de este farmaco actiia a nivel de la sinte-
sis de la pared celular, inhibiendo la sintesis del ergosterol, mediante
la uniéon del farmaco a la enzima 14a-desmetilasa, de igual forma
que el resto de antiftingicos triazolados, posaconazol e itraconazol.
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Las caracteristicas farmacocinéticas de absorcion lo posi-
ciona como uno de los farmacos de eleccidon, con una absorcion
rapida y casi completa, alcanzando una Cmax (concentracién
maxima) en 1-2 horas y una biodisponibilidad via oral del 96 %.
Presenta un volumen de distribucion de 4,6 I/kg y una uniéon a
proteinas plasmaticas del 58 %.

El voriconazol presenta una elevada variabilidad inter e
intraindividual en su metabolismo, metabolizindose en meta-
bolitos inactivos por isoenzimas del citocromo P450, principal-
mente por el CYP2C19 en la cual se encuentran metabolizadores
rapidos, ultrarrapidos, normales o lentos. El 35-50 % de la pobla-
cidén caucasica son metabolizadores normales pero un 20-30 %
son metabolizadores rapidos y un 2-5 % ultrarrapidos. De este
modo el voriconazol es eliminado del organismo en forma de
metabolitos inactivos, siendo menos del 2 % eliminado de forma
inalterada por orina.

El intervalo terapéutico deseable, en estado valle, es de
0,5-1 pg/ml para profilaxis y de 1-5 pg/ml para tratamiento,
alcanzandose el estado estacionario a las 48 horas con dosis de
carga (6 mg/kg/12 h IV 0 400 mg/12 h VO) y de 6 dias sin dicha
dosis.

En los ultimos afios el elevado incremento de casos de infec-
ciones fuingicas invasivas (IFI), provocadas tanto por levaduras
como hongos filamentosos, ha desencadenado el mayor uso y
desarrollo de antifungicos. Dicho incremento se ha visto fomen-
tado en el creciente nimero de pacientes inmunocomprometidos.
Esta inmunosupresion es fuente del tratamiento en pacientes
trasplantados, tratamiento quimioterapico o con terapia inmu-
nosupresora y pacientes afectados por el virus de la inmunode-
ficiencia humana™*.

El incremento en el uso de voriconazol, su elevada variabili-
dad inter e intraindividual, su estrecho margen terapéutico y su
farmacocinética no lineal, hacen que sea necesaria su monitori-
zacidn para un ajuste posoldgico individualizado®. La necesidad
es de suma importancia por las reacciones adversas que pre-
senta: hepatotoxicidad, toxicidad neurologica, toxicidad visual
y toxicidad dermatologica.

Para la monitorizacion de niveles de voriconazol es habitual
el uso de métodos automatizados de inmunoensayos, por su
rapidez en la obtencion de resultados y facilidad en la manipula-
cion de muestras®, aunque aportan menor exactitud y sensibili-
dad que las realizadas mediante HPLC”%.

Por todo ello en el area de farmacocinética del Servicio de
Farmacia del HCD Goémez Ulla, se ha puesto a punto y vali-
dado un método analitico para la determinacion de voriconazol
en muestras séricas por cromatografia liquida de alta resolucién
acoplada a un detector espectrofotométrico ultravioleta-visible
diodo-array, cuyo objetivo es medir de forma fiable y precisa
concentraciones séricas de dicho farmaco.

MATERIAL Y METODOS
Estandares y reactivos
Como estandar se utilizo voriconazol puro (PHR1892-1G),

lote LRAC2092 de Sigma-Aldrich. Este fue disuelto en agua des-
tilada Versylene Fresenius, para la preparacion de calibradores y

patrones. Estas disoluciones fueron realizadas con jeringas cro-
matograficas (Hamilton Bonaduz AG, Switzerland). Para el tra-
tamiento de las muestras de suero se utilizo acetonitrilo PanReac
Applichem, calidad HPLC.

Preparacion de las muestras

En el caso de los calibradores preparados en agua desti-
lada no requirieron un pretratamiento para ser analizados,
sin embargo, los calibradores y controles en suero requirie-
ron el empleo de acetonitrilo para realizar la precipitacion
de las proteinas y conseguir asi un suero libre de proteinas
que pudieran interferir con el voriconazol. Tras la adicidon
de acetonitrilo al 50 %, las muestras fueron agitadas en un
vortex y centrifugadas a 4.000 rpm durante 10 minutos. Del
sobrenadante, se inyectaron 20 ul en el cromatografo para su
determinacion.

Equipo HPLC y condiciones cromatograficas

Se utiliz6 un equipo cromatografico HPLC Shimadzhu, equi-
pado con bomba de doble piston, detector ultravioleta diodo-
array, de longitud de onda variable y programable, con horno,
desgasificador y estacion de control sobre IBM PC 300. La
columna analitica empleada fue Brisa LC2 C18 con un tamaifio
de particula de 5 pm y con unas dimensiones de 15 x 0,46 cm.
Tras la puesta a punto del método analitico, realizando estu-
dios con diferentes condiciones cromatograficas, se fijaron las
siguientes condiciones analiticas para la validacion del método:
fase movil compuesta por agua destilada (acido formico 0,5 %) /
acetonitrilo 65/35, flujo de 1,5 ml/min, temperatura columna de
35 grados, tiempo de analisis de 9 minutos y longitud de onda
de 256 nm.

Ensayos de validacion del método analitico

Todos los ensayos de validacion se realizaron conforme a
los requisitos establecidos en las International Conference on
Harmonization (ICH) Guidelines for Validation of Analytical
Methods (Q2 R1)°.

Selectividad

Se comprobaron posibles interferencias de compuestos
enddgenos, metabolitos del propio farmaco, u otros farmacos
de uso comun (ibuprofeno, paracetamol, acido ascorbico, nico-
tina u omeprazol) con las condiciones cromatograficas descritas
anteriormente.

Linealidad

Se pesaron 10 mg de voriconazol con una balanza de pre-
cision Sartorius 2842 (desviacion estandar 0,05 mg) utilizando
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100 ml de agua destilada para obtener una solucién madre de
100 pg/ml. Se hicieron diluciones seriadas de 20 — 10 -5 -2 -1
— 0,1 pg/ml, estas soluciones estandar se analizaron 5 veces cada
una en 5 dias distintos realizandose una curva de calibracion de
voriconazol en agua.

Posteriormente, y siempre a partir de la solucion madre de
100 pg/ml, fueron cargadas muestras de sueros, procedentes
de un pool de sueros, con las cantidades de voriconazol nece-
sarias para cubrir el rango del ensayo, 10 - 5-0,8 — 0,4 - 0,2
-0,1 pg/ml

Con estas concentraciones de sueros cargados con voricona-
zol, se realizaron 5 repeticiones de cada una en 5 dias diferen-
tes. Se analizaron con la curva de voriconazol en agua y con los
resultados se realizd una curva de calibracion de voriconazol en
suero.

En ambas curvas se comprobo la linealidad segtn los reque-
rimientos de la ICH®.

Limites de cuantificacion

Usando la curva de calibracion construida el limite de cuan-
tificacion (LOQ) sera la minima concentracién que pueda ser
detectada con aceptable exactitud y precision.

Exactitud y precision

Se elaboraron tres controles de voriconazol en suero (QC) de
tres concentraciones, 0,4-2-10 ug/ml, con estos controles sobre
la curva de calibracidon de voriconazol en suero se realizé la vali-
dacion del método.

Para la precision se estudiaron los coeficientes de variacion
(CV), desviacion estandar (SD) e IC95 %, determinados a partir
de 5 medidas consecutivas (inter dia) y a partir de 10 medidas
realizadas en un mismo dia (intra dia).

El estudio de exactitud se fundament6 en la recuperacion
media obtenida en las diferentes medidas. Criterios de acepta-
cién: recuperacion media 95 %-105 %, CV<S %.

Estudio estadistico

Para el analisis estadistico del método se ha utilizado el pro-
grama estadistico SPSS. V25. Una p menor a 0,05 se considera
estadisticamente significativa.

RESULTADOS
Selectividad

Ninguno de los farmacos utilizados parece causar interferen-
cias con la medida de voriconazol, demostrando la selectividad
del método desarrollado y consecuentemente, no se espera-
ran resultados falsos positivos. En la figura 1, se observa en el
cromatograma la presencia unica de un pico perteneciente al
voriconazol.
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Figura 1. Cromatograma de una muestra de suero cargada con
voriconazol

Linealidad

Se realizaron distintas rectas de calibracion, determinan-
dose: r (coeficiente de correlacion lineal), r2 (coeficiente de deter-
minacién), ordenada en el origen y pendiente) para el 99 % de
confianza. Criterios de aceptacion. 120,999 y r2>0,999.

Recta de calibrado para las diluciones en agua representando
el area frente a la concentracion (figura 2), obteniéndose:

A=256,31 + 15072,97x C
A= resultados de area
C= concentracién de voriconazol en pg/ml
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Figura 2. Recta de calibracion de voriconazol en agua.

El método es lineal para el rango de concentraciones estu-
diado, 20-0,1 ug/ml, con una r’=1.

Recta de calibrado para las diluciones en suero represen-
tando el area frente a las concentraciones, figura 3, es: A= 360,92
+ 8871,89 x C.
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Figura 3. Recta de calibracion de voriconazol en suero

El método en suero también es lineal para el rango de con-
centraciones estudiado, 10-0,1 pg/ml, con una r’=1.

Prueba de la hipdtesis nula de la pendiente: b=0. Se deter-
mino a partir de una ANOVA de la regresion, si p<0,05, el valor
de b difiere significativamente de 0. La ANOVA de la regresion
es F=47905,67 (p<0,001) demostrando buena linealidad del
método.

Con estos resultados se determiné el valor medio de la res-
puesta y la desviacidon estandar de los factores de respuesta. El
CV de los factores de respuesta debe ser <5 %, obteniéndose los
resultados recogidos en la tabla 1.

VALORES DE AREA PARA CADA CONCENTRACION EN SUERO
Concentracidn (ug/ml) Area SD CV% IC95%
0,1 1330 61,66 4,6 1254-1407
0,2 2681 125,41 4.6 2481-2880
04 4751 22539 4.7 4392-3109
08 7935 360,79 45 7507-8403
5 43186 1223,14 2.8 42245-44126
10 $9320 1437.88 1.6 88715.90926

Tabla 1. Valores de drea para cada concentracion en suero

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se establecié en 0,1 pg/ml, para
el cual se tiene un CV de 4,6 %, proéximo al criterio maximo de
aceptacion (<5 %).

Exactitud y precision

Los resultados se muestran en la tabla 2. El criterio de acep-
tacion fue un valor de CV<5 %. Se realizd un analisis t de Student
y se comprob6 que no habia diferencias significativas entre los
distintos dias (p<0,05).

Asi mismo, para el estudio de exactitud se fijaron los siguien-
tes criterios de aceptacion: recuperacion media 95 %-105 % y

CV<S5 %. Igualmente se realizé un t de Student comprobando
que no existen diferencias significativas entre la recuperacion
media y el 100 %, p<0,05.

PRECISION Y EXACTITUD
Concentracidn pgiml Repetibilidad =3 Precisién L dia n=15 E:
x 4231 4054 100,00
- sD 53,58 164,20 1,04
i cv 1,26% 4,08 4,04
1C95% | (4164,6-4297,7) (3963,5.4145,5) (97,76-102,24)
x 20183 19642 99,96
5 D 30247 578,72 2,98
cv 249 294 2,98
1C95% | (19559,1-20806,9) (19321,5-19962,5) (98,31-101,62)
x 90651 90575 100,05
SD 137,83 3152,49 3,53
© cv 0,15 3,48 3,52
1C95% | (90480,4-90822,7) (88829,4-92321,1) (98,07-101,98)

Tabla 2. Precision y exactitud

Estabilidad de las soluciones analiticas

Tanto las soluciones en agua, como los sueros cargados con
voriconazol, fueron estables al menos 30 dias a temperatura
ambiente, refrigerados y 3 meses tras congelacion. Se comprobd
mediante la realizacidn de series de determinaciones en las con-
diciones de conservacion descritas anteriormente.

DISCUSION

Con el presente trabajo se ha podido estandarizar y validar
una técnica analitica para la identificacidén y cuantificacion de
concentracion sérica de voriconazol. Estas determinaciones se
realizan con un rango amplio y confiable que va desde los 0,1 pg/
ml hasta los 10 pg/ml. La exactitud y precision del método, como
la pureza y sensibilidad de la sefial cromatografica, hacen esta
metodologia realmente util para el seguimiento terapéutico de
los pacientes con voriconazol pautado.

Los coeficientes de variacion en concentraciones proximas a
0,5 pg/ml, inferiores al 5 %, indican que nuestro modelo tiene
una buena precision en ese rango de concentraciones critico en
tratamiento profilactico. Ademas, se realizéo una t de Student,
resultando una p > 0,05, indicando la no existencia de diferen-
cias estadisticamente significativas, confirmando la buena exac-
titud del método.

El proceso por el que se tratan las muestras mediante la pre-
cipitacion de proteinas con el uso de acetonitrilo, es un método
eficaz, rapido y sencillo, al contrario que el utilizado por otros
autores!® ' obteniendo un sobrenadante libre de proteinas
que pudieran ser objeto de interferencias en el cromatograma
y obstruccion de la columna. Este tratamiento de la muestra ha
demostrado gran reproducibilidad y firmeza, evitando largos
procesos de extraccion del analito, con una mayor pérdida de
sensibilidad.

Es importante destacar que se trata de un analisis de coste
relativamente bajo, respecto a otras determinaciones que se rea-
lizan mediante métodos de inmunoensayo, por lo que en térmi-
nos econdémicos supone un caso coste-efectividad favorable y
accesible. Ademas este método por HPLC/UV-Vis ofrece una
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mayor sensibilidad con limite de cuantificacion (0,1 pg/ml) en
comparacion con el limite de cuantificacion que ofrecen otros
métodos por inmunoensayo, con limites de cuantificacién de
0,5 pg/ml, y siendo este el limite para los valores de voriconazol
empleados a modo profilactico.

CONCLUSION

La selectividad y la sencillez del tratamiento de muestra
hacen de él un método eficaz, rapido y sencillo para la deter-
minacién de voriconazol en suero y con sensibilidad mayor al
de los inmunoensayos utilizados. Ademas el coste del analisis es
inferior al de los métodos de inmunoensayo utilizados.
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